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En l’organització del sistema nerviós les sinapsis són el lloc de contacte i transferència 
d’informació entre cèl.lules nervioses. La sinapsi constitueix un element fonamental a qualsevol 
investigació neurobiològica. Durant més de 50 anys, les principals investigacions neurobiològiques 
es van centrar fonamentalment en l’estudi dels mecanismes que intervenen en el procés de 
neurotransmissió, sent coneguts a dia d’avui els fonaments fisiològics i moleculars d’aquest procés. 
Les sinapsis no són estructures anatòmica i funcionalment estables sino que són unes estructures 
altament dinàmiques, inestables i subjectes a variacions. 
 
El sistema nerviós té capacitat per reaccionar d’una manera específica, creativa i funcional 
davant factors o estímuls que afecten la seva organització habitual. El concepte de plasticitat 
sinàptica fa referència a aquesta propietat en el sentit més ampli i inclou diferents modificacions 
(químiques, fisiològiques, estructurals,...). Molts dels seus aspectes ja van ser posats de manifest a 
començaments del segle passat per Santiago Ramon y Cajal, quan va proposar que les “expansions 
neuronals” eren estructures modificables amb capacitat per orientar-se direccionalment d’acord amb 
determinades corrents nervioses o segons xarxes d’associació en resposta a ordres reiterades. Anys 
després, Hebb (1949) va establir la modificabilitat d’estructures i connexions nervioses en relació a 
estímuls persistents, però aquestes hipòtesis només estaven fonamentades empíricament. Va ser 
Kandel (1987) qui va donar suport experimental a aquestes afirmacions. Potser els experiments que 
posen de manifest de manera més brillant la plasticitat neuronal que té lloc durant el 
desenvolupament del còrtex cerebral són els coneguts treballs realitzats per David Hubel i Torten 
Wiesel (1963a, 1963b, 1963c, 1964) al sistema visual de gat. Aquests treballs demostren que el 
sistema visual és un sistema plàstic, que la plasticitat és dependent de l’edat (el sistema és més 
plàstic com més jove sigui l’animal) i que al còrtex visual l’expressió de la plasticitat és un fenomen 
reversible.  
 
L’estudi estructural i funcional de la plasticitat o remodelació sinàptica i el coneixement 
dels mecanismes fonamentals pels quals les sinapsis poden ser modificades s’ha basat, àmpliament, 
en l’anàlisi del model neuromuscular. La idea de que la sinapsi neuromuscular no és una 
estructura estàtica ha estat establerta després de detectar que els canvis estructurals i funcionals 
tenen lloc no només durant el desenvolupament o com una reacció a les lesions nervioses sino que 
també tenen lloc sota condicions fisiològiques (Wernig i Herrera, 1986; Tomàs et al., 1989). Dels 
tres aspectes de la plasticitat neuromuscular, plasticitat durant el desenvolupament, plasticitat 
continuada durant la vida adulta i plasticitat induïda pel blocatge o augment de la transmissió 




sinàptica, en el capítol introductori es revisa l’estat actual de les investigacions en matèria de 
plasticitat durant el desenvolupament fent especial referència als mecanismes pels quals el sistema 
nerviós aconsegueix una estructura summament ordenada durant el desenvolupament: la 
sinaptogènesi i l’eliminació de la innervació polineuronal postnatal. 
 
L’expressió de fenòmens de plasticitat neuronal depèn de l’edat de l’animal i, per tant, de 
l’estat de diferenciació del sistema nerviós. El sistema nerviós perinatal s’adapta més fàcilment i 
reacciona amb més intensitat a canvis produïts en el seu entorn que el sistema nerviós adult. Durant 
els últims anys, s’han fet molts experiments que demostren que la selectivitat de les connexions 
nervioses i, en definitiva, l’organització final dels circuits neuronals, són el resultat d’un procés que 
té lloc durant el desenvolupament neuronal i que consta de dues fases. Primerament, les 
connexions s’estableixen en excés i amb una precisió molt limitada. En una segona fase, s’eliminen 
les connexions inadequades. És en aquesta segona fase on està centrat el nostre treball, en el paper 
del sistema receptor de la trombina (ThR) PAR-1-Proteïna G (GP)- isoforma θ de la Proteïna 
Quinasa C (PKC-θ) en la maduració de la placa motora durant el procés d’eliminació sinàptica.  
 
1. La unió neuromuscular com a model experimental de sinapsi  
 
La sinapsi química que millor es coneix és l’existent entre una motoneurona alfa i una 
cèl.lula muscular. Aquesta sinapsi es denomina Unió Neuromuscular. Fins a on arriba el nostre 
coneixement, i encara que alguns detalls menors puguin diferir, l’esquema bàsic que descriu el 
funcionament de la unió neuromuscular pot ser aplicat a totes les sinapsis químiques.  
 
La unió neuromuscular presenta una sèrie de característiques que la fan ideal per a l’estudi 
de molts aspectes de l’estructura i funció sinàptica. Degut a la seva mida -és relativament gran- i a 
la seva accessibilitat, va ser inicialment utilitzada com a model experimental en nombrosos estudis 
electrofisiològics i en altres manipulacions experimentals i, actualment, es fa servir com a model de 
sinapsi en les investigacions neurobiològiques ja des de fa molts anys. S’utilitzen diferents models 
d’unió neuromuscular, sent de ressaltar la d’amfibis, mamífers i, recentment, degut al gran 
coneixement que es té de la seva biologia molecular, s’ha produït un increment dels estudis on 
s’utilitza la unió neuromuscular de Drosophila.  
 
La unió neuromuscular adulta dels vertebrats va ser el model utilitzat per fer la primera 
demostració amb rigor de la transmissió sinàptica química (Dale et al., 1936), també va ser 




utilitzada per demostrar que l’alliberament dels neurotransmissors, les molècules de diferent 
naturalesa química encarregades de transmetre la informació, és quàntic i vesicular (Katz, 1966) i, 
el primer receptor de neurotransmissors que va ser purificat i clonat va ser el receptor nicotínic de 
l’acetilcolina (nAChR de l’anglès nicotinic Acetyl Choline Receptor), el neurotransmissor de la unió 
neuromuscular (Duclert i Changeux, 1995). A més de com a model per a la realització d’estudis en 
recerca bàsica, la unió neuromuscular s’ha utilitzat en estudis aplicats, ja que és la diana de diferents 
neuropaties, com són la miastenia gravis, la síndrome miastènica de Lambert-Eaton, etc.  
 
2. Què és la unió neuromuscular? 
 
La unió neuromuscular dels vertebrats (NMJ, de les sigles en anglès neuromuscular 
junction) és una sinapsi colinèrgica nicotínica –el neurotransmissor és l’acetilcolina, sent el seu 
agonista la nicotina- ideal per molts tipus d’estudis d’estructura sinàptica i funció. 
 
La unió neuromuscular és formada per tres elements cel.lulars: (1) motoneurona, (2) fibra 
muscular i (3) cèl.lula de Schwann (Figura 1A). Les porcions pròpiament sinàptiques d’aquests tres 
tipus cel.lulars estan altament especialitzades i contenen altes concentracions d’orgànuls i molècules 
específiques que extrasinàpticament són inexistents o es troben a molt baixes concentracions. A més 
a més, com veurem a continuació, té especial importància la làmina basal sinàptica ja que és 
diferent, en quant a la seva composició molecular, de la que es troba en regions extrasinàptiques. 
 
2.1. Tipus cel.lulars  
 
(1)  Motoneurona i terminal nerviós 
 
Quan ha de tenir lloc la contracció muscular, al múscul li són enviades les instruccions necessàries 
en forma d’impulsos nerviosos, denominats potencials d’acció, per part d’unes grans cèl.lules: les 
motoneurones. Una motoneurona consta d’un cos cel.lular o soma ubicat a la part ventral de la 
medul.la espinal, uns processos o prolongacions especials denominats dendrites i un axó que surt de 
la medul.la espinal i entra a formar part del nervi espinal.  
 
El soma de la motoneurona conté el nucli de la cèl.lula i la majoria dels orgànuls cel.lulars. 
El seu diàmetre està comprès entre 70 i 100 µm. Entre els orgànuls, destaquen els cossos de Nissl, 
especialment abundants a prop de la base de l’axó i que no són més que reticle endoplasmàtic rugós 




empaquetat de manera que forma estructures espirals. La motoneurona conté abundants 
mitocondris, microtúbuls i neurofilaments. L’aparell de Golgi està situat a prop del nucli. El 
citoplasma de les motoneurones conté uns acúmuls de pigments denominats grànuls de lipofucsina 
dels quals no es coneix la seva funció. 
 
Les motoneurones presenten nombroses prolongacions, dendrites, que irradien des del soma 
cel.lular en totes les direccions conferint a la cèl.lula un aspecte multipol.lar. A mesura que 
s’allunyen del soma, es van fent progressivament més primes i es van dividint, donant lloc a 
diferents branques i formant un patró d’arborització complex. Presenten un gradient pròxim-distal 
d’orgànuls en el seu interior. La funció de les dendrites és rebre senyals sinàptics des d’altres 
neurones i, per tant, constitueixen la superfície receptora de la motoneurona.  
 
La funció més important de l’axó és la de transmetre a les fibres musculars l’impuls elèctric 
(la propagació dels potencials d’acció). També transporta els missatgers químics i determinats 
orgànuls fins el seu estrem distal, el terminal nerviós. L’axó s’origina d’una protrusió del soma 
cel.lular i s’estén fins al terminal nerviós situat en contacte amb la fibra muscular. La seva longitud 
varia considerablement (prenent com a exemple un home de 180 cm d’alçada, la longitud d’un axó 
de la regió lumbosacra, que innerva un múscul plantar, pot arribar als 125 cm). Al citoplasma de 
l’axó trobem microtúbuls i neurofilaments. 
 
Tots els axons motors tenen cobertes lipídiques denominades beines de mielina, que són 
envoltes de membrana plasmàtica d’un tipus de cèl.lula glial denominada cèl.lula de Schwann. 
Varies cèl.lules de Schwann recobreixen l’axó al llarg del seu recorregut deixant únicament entre 
elles un estret espai denominat node de Ranvier.  
 
Quan l’axó és a prop del múscul que ha d’innervar, es divideix progressivament de manera 
que un mateix axó pot arribar a innervar des d’un fins a centenars de miòcits o fibres musculars (les 
cèl.lules musculars). El múscul esquelètic consisteix en miòcits multinucleats innervats per varies 
motoneurones. Liddell i Sherrington (1925) van definir el concepte d’unitat motora com a una única 
motoneurona més tots els miòcits que innerva. Tots els miòcits d’una única unitat motora tenen les 
mateixes característiques fisiològiques i histoquímiques. 
 
La regió de contacte entre el terminal axònic i la fibra muscular es denomina unió 
neuromuscular (o sinapsi neuromuscular). El terminal axònic o nerviós està especialitzat en 




l’alliberament de la molècula neurotransmissora i és la regió terminal de l’axó de la motoneurona. 
En ell s’hi troben gran quantitat de vesícules sinàptiques de 50 nm de diàmetre que contenen el 
neurotransmissor, l’acetilcolina, així com nombrosos mitocondris que proporcionen l’energia 
necessària per la síntesi i l’alliberament d’aquest (Figura 1B). 
 
El terminal nerviós està polaritzat ja que moltes de les vesícules sinàptiques estan agrupades 
en la meitat del terminal que es troba enfrontada a la fibra muscular. Moltes de les vesícules es 
troben agrupades en zones de la membrana presinàptica (la membrana del terminal nerviós) 
denominades zones actives i que es manifesten com a àrees denses als electrons. És en aquestes 
zones on les vesícules es fusionen amb la membrana per alliberar a l’espai extracel.lular el seu 
contingut, el neurotransmissor. La porció pre-terminal del nervi motor conté menys vesícules 
sinàptiques i mitocondris que la porció terminal i no es troben zones actives. En canvi, els 
microtúbuls i els neurofilaments són molt més abundants pre-terminalment. Les zones actives es 
troben associades amb canals de calci i potassi dependents de voltatge la qual cosa maximitza 
l’eficàcia de l’alliberament, dependent de calci, del neurotransmissor. 
 
(2) Fibra muscular 
 
Tant per l’home com per la major part dels animals, el moviment és sinònim de 
supervivència i, per tant, en cada una de les activitats que impliquen moviment, necessitem de les 
fibres musculars. La gran diversitat de funcions que realitza el teixit muscular es veu reflectida en 
l’enorme diversitat de mides i formes dels músculs. El nombre de fibres musculars que es troben en 
un múscul pot anar des d’un centenar fins a un milió.  
 
Els músculs estan formats per fibres musculars multinucleades, cèl.lules amb un diàmetre 
mitjà de 50 µm encara que aquest diàmetre pot variar considerablement en el cas que la musculatura 
hagi estat sotmesa a exercici, quan pot arribar a ser el doble. Quan són observades longitudinalment 
al microscopi òptic, s’observen una sèrie d’estriacions. Aquestes estriacions són explicades per la 
seva estructura interna, en particular per la disposició de les miofibrilles. Les miofibrilles són les 
estructures responsables de la contracció i la relaxació de les fibres. Cada miofibrilla té un diàmetre 
d’un a 2 µm i està separada de la miofibrilla veïna per mitocondris i pel sistema sarcoplasmàtic; en 
una fibra de 50 µm de diàmetre es troben més de 8000 miofibrilles. Les miofibrilles contenen 
principalment dos tipus de filaments proteics, l’actina i la miosina, i és la disposició regular 
d’aquests filaments el que dóna lloc a la miofibrilla i, com a conseqüència, la que confereix a la 




fibra muscular l’aparença estriada. Encara que l’arquitectura molecular de les fibres musculars és 
complexa i interessant ens cenyirem a revisar l’estructura cel.lular de la zona sinàptica. 
 
La membrana de la fibra muscular directament enfrontada amb el terminal nerviós 
(membrana postsinàptica) està altament especialitzada per respondre ràpida i eficientment a l’efecte 
del neurotransmissor alliberat pel terminal nerviós. La membrana postsinàptica té una estructura i 
una composició molecular diferent de l’extrasinàpica (Figura 1B). En ella es troba una 
concentració altíssima de receptors per al neurotransmissor (AChRs de l’anglès AcetylCholine 
Receptors) (revisat per Salpeter i Loring, 1985). Els receptors nicotínics de l’acetilcolina són 
pentàmers amb la següent composició de subunitats: α2βεδ, trobant-se a les dues subunitats α el lloc 
d’unió a l’ACh. Aquestes subunitats contenen cada una 4 segments transmembrana (M1-M4) que 
s’estructuren donant lloc a un porus, sent els segments M2 els que pròpiament conformen el canal. 
Encara que es troben AChRs al llarg de tota la fibra muscular, la densitat d’aquests a l’àrea 
sinàptica és 1000 vegades superior que a l’extrasinàptica (Salpeter et al., 1988) presentant 
morfologies que, com veurem més endavant, aniran canviant durant el desenvolupament de la 
sinapsi neuromuscular simultàniament al procés d’eliminació sinàptica (Lanuza et al., 2002). 
 
Associades amb el domini citoplasmàtic dels AChRs s’han identificat recentment altres molècules 
implicades en mecanismes de senyalització. Entre aquestes molècules es troben: (1) els 
distroglicans α i β, proteïnes de membrana que interactuen amb la laminina, sent l’α-distroglicà el 
receptor per a aquesta. L’α-distroglicà interactua amb el β, que es troba a la vegada unit a la 
distrofina o utrofina. És a dir, es creu que els distroglicans formen el nucli d’un gran complex de 
proteïnes que s’extèn de la membrana basal al citoesquelet especialitzat subsinàptic (Cote et al., 
1999). (2) ErbB2, ErbB3 i ErbB4, que són receptors d’unes proteïnes denominades neuregulines, 
que són alliberades des del terminal nerviós i que estimulen la síntesi d’AChRs in vitro (Jo et al., 
1995; Moscoso et al., 1995; Zhu et al., 1995; Rimer et al., 1998; Trinidad et al., 2000). (3) les 
integrines α7A, α7B i β1, receptors transmembrana de proteïnes de matriu extracel.lular, com la 
laminina, que també fan de nexe entre el citoesquelet especialitzat que es troba sota la membrana 
postsinàptica (a l’unir-se pel seu domini citoplasmàtic a elements del citoesquelet) i la làmina basal 
sinàptica (Martin et al., 1996). (4) Per últim, MuSK, és una proteïna transmembrana amb activitat 
tirosina quinasa i que actua com a receptor de l’agrina (Herbst i Burden, 2000). L'agrina és un 
proteoglicà de 400 kDa que es troba a la làmina basal i que és sintetitzat tant als miòcits com a les 
motoneurones, sent només l’agrina alliberada pel terminal nerviós, isoforma de l’agrina 
denominada z en mamífers i B en aus, la que actua via MuSK induïnt agrupament d’AChRs (Glass 




et al., 1996). No obstant, recentment ha estat demostrat que l’agrina no és necessària per les etapes 
inicials d’agrupament dels AChRs però sí pel seu manteniment (Lin et al., 2001). L’arquitectura 
molecular que s’estableix entre totes aquestes molècules i els AChRs contribueix a generar i 
mantenir l’alta densitat sinàptica de AChRs (superior a 10,000/µm2) que contrasta amb la baixa 
densitat extrasinàptica (~10/µm2) (Salpeter et al., 1988). 
 
A més de la complexa organització molecular, la membrana postsinàptica té una 
ultraestructura sofisticada (revisat per Salpeter, 1987). El component postsinàptic està separat del 
presinàptic per un espai d’aproximadament 50 nm que s’anomena fenedura sinàptica. La membrana 
postsinàptica de la fibra muscular directament enfrontada amb el nervi motor terminal fa una 
depressió i aquesta presenta, a la vegada, unes invaginacions d’un µm aproximadament de 
profunditat que estan just al davant de les zones actives. El conjunt d’invaginacions postsinàptiques 
reben el nom de plecs postsinàptics. La part més apical de cada plec es coneix amb el nom de cresta 
del plec. Els AChRs es troben concentrats a les crestes postsinàptiques donant lloc a les conegudes 
densificacions postsinàptiques. Canals de sodi i molècules d’adhesió de cèl.lules neurals (N-CAM) 
es troben concentrades al fons de les invaginacions (Covault i Sanes, 1986; Flucher i Daniels, 
1989). Així mateix, l’anquirina, l’α-distrobrevina-2, la distrofina i ErbB2 i B4 es troben 
colocalitzades amb els canals de sodi (Sealock et al, 1984; Covault i Sanes, 1986; Flucher i Daniels, 
1989; Wood i Slater, 1998; Peters et al., 1998; Trinidad et al., 2000) mentre que les proteïnes α-
distrobrevina-1, MuSK, rapsina i utrofina es troben colocalitzades amb els AChRs. El citoesquelet 
d’aquests replegaments també és heterogeni. Els elements del citoesquelet no només estan implicats 
en la gènesi dels replegaments sinó que també semblen estar implicats en el manteniment dels 
diferents dominis que es troben a la membrana postsinàptica (revisat per Sanes i Lichtman, 1999). 
 
Sota aquests plecs hi ha una acumulació de mitocondris i de nuclis. Aquests nuclis, 
denominats nuclis sinàptics, expressen un patró de proteïnes diferent al dels nuclis extrasinàptics: la 
taxa de transcripció de les diferents subunitats que conformen els AChRs és molt més alta que la 

















Figura 1A. NMJ de mamífer. (1) Terminal nerviós (TN) innervant una fibra muscular (FM). Tall longitudinal 
de la regió de contacte, NMJ (2). En aquest segon esquema, es pot veure com estan situats els nuclis 
subsinàptics de la fibra muscular (NS) i la beina de mielina (BM). Font: Salpeter MM, ed. 1987. 







Figura 1B. Esquema de la ultraestructura d’una NMJ de mamífer vista en un tall transversal (1). Consta d’un 
terminal nerviós (TN) envoltat per una cèl.lula de Schwann (CS) i una fibra muscular (FM) sent aquesta 
última el component postsinàptic. Font: Manel Santafé. 1993. Tesi doctoral. La membrana postsinàptica 
ampliada mostra la disposició de les diferents proteïnes implicades en la diferenciació postsinàptica (2), (3) i 








(3) Cèl.lula de Schwann 
 
Les cèl.lules de Schwann són les cèl.lules glials del sistema nerviós perifèric i es troben 
envoltant els axons. Són la matriu estructural de les neurones i el seu metabolisme està lligat, al 
menys en part, al d’elles. Són cèl.lules amb un citoplasma poc abundant, pocs mitocondris i un petit 
aparell de Golgi. Recents estudis suggereixen que les cèl.lules glials regulen determinats aspectes 
del desenvolupament, maduració i manteniment de les sinapsis.  
 
Una qüestió encara sense resoldre és quin és el paper de les cèl.lules glials en la formació 
dels contactes sinàptics. Les neurones poden formar sinapsis sense glia, però Mauch i col.laboradors 
(2001) han demostrat recentment que el colesterol provinent de cèl.lules glials és necessari perque 
es doni el massiu increment del nombre d’aquestes que esdevé postnatalment, així com per millorar 
la eficàcia sinàptica. 
 
D’altra banda, les sinapsis recent formades han de patir un procés de maduració, procés de 
maduració que dóna lloc a que cada contacte sinàptic presenti unes propietats de transmissió 
sinàptica específica. Treballs recents mostren que senyals derivats de la glia estan regulant aquest 
procés, regulant la diferenciació postsinàptica, a través de factors solubles i factors dependents del 
contacte (Pfrieger i Barres, 1997; Nägler et al., 2001). Blondel i col.laboradors (2000) han proposat 
que les cèl.lules glials poden estar regulant l’agrupament de receptors postsinàptics a través d’un 
factor neurotròfic dependent d’activitat i s’ha demostrat que isoformes de l’agrina amb activitat 
de’agrupament de receptors a la membrana postsinàptica o clustering poden ser alliberades per les 
cèl.lules de Schwann durant el desenvolupament i després d’una lesió (Yang et al., 2001). 
 
Les cèl.lules de Schwann envolten el terminal nerviós dels axons motors a les NMJs aïllant-
lo de l’ambient i proporcionant-li substàncies tròfiques. Aquestes cèl.lules de Schwann terminals 
(TSCs de l’anglès Terminal Schwann Cells) són molt importants en la reparació de les sinapsis 
després d’una lesió ja que extenen prolongacions que guien als axons en regeneració (Son i 
Thompsom, 1995a). Aquestes prolongacions s’extenen des dels llocs sinàptics més propers induint 
als terminals nerviosos sans a créixer i reinnervar el lloc lesionat (Son i Thompson, 1995b). Moltes 
observacions indiquen que tenen també una funció fonamental en el normal manteniment de les 
NMJs. Actuen com a sensors de l’activitat sinàptica. Tenen receptors muscarínics d’acetilcolina 
(mAChRs) que uneixen a l’acetilcolina alliberada pel terminal axònic (Robitaille et al., 1997). Com 
a conseqüència dels segons missatgers induïts per l’activació dels mAChRs, i de l’acció d’aquests 




sobre els magatzems de calci intracel.lular, l’activitat sinàptica té com a resultat una elevació del 
calci a l’interior de les TSCs (Jahromi et al., 1992). Aquest calci intracel.lular regula l'expressió de 
determinats gens: el blocatge de l’alliberament de neurotransmissor regula positivament l’expressió 
de la proteïna glial fibrilar acídica, important en la formació de les prolongacions abans esmentades 
(Georgiou et al., 1994). A més a més, les TSCs poden modificar l’arquitectura de les NMJs 
(Trachtenberg i Thompson, 1997). 
 
A diferència de les cèl.lules de Schwann en contacte amb les porcions preterminals de 
l’axó, les TSCs no formen beines de mielina, de tal manera que el terminal nerviós no està 
mielinitzat. Aquests dos tipus de cèl.lules de Schwann provenen dels mateixos progenitors però 
difereixen estructuralment i expressen diferents gens; per exemple, les cèl.lules de Schwann 
formadores de mielina són riques en la proteïna bàsica de la mielina i pobres en N-CAM, a la 
inversa de les cèl.lules de Schwann terminals (Mirsky i Jessen, 1996). 
 
(4) Làmina basal sinàptica 
 
La làmina basal que envolta la fibra muscular passa a través de la fenedura sinàptica, i 
s’extèn dins els plecs. Els components majoritaris de la làmina basal muscular són similars als de 
qualsevol làmina basal ubicada a d’altres localitzacions: col.làgena IV, laminina, entactina, i 
proteoglicans. Cal remarcar però, que les regions sinàptiques i extrasinàptiques de la làmina basal 
de les fibres musculars són diferents en quan a la composició d’isoformes d’aquests components. 
Així, la diferència rellevant entre làmina basal sinàptica i extrasinàptica radica en l’especificitat 
d’alguns elements entre els quals són de destacar l’acetilcolinesterasa (Hall, 1973), una sèrie de 
glicoconjugats (Scott et al., 1988), el factor de creixement dels fibroblastes 2 (FGF2) (Dai i Peng, 
1995) i dues molècules de senyalització, agrina (McMahan,1990) i neuregulina (Jo et al., 1995). 
Aquestes molècules específiques de la làmina basal sinàptica participen en el desenvolupament i 




Es defineix com sinaptogènesi, el procés mitjançant el qual es formen les sinapsis, 
estructures especialitzades en la transmissió de la informació entre neurones o entre neurones i 
cèl.lules musculars. 
 




3.1 Diferenciació presinàptica 
 
Durant el desenvolupament, abans de que es doni el contacte entre la motoneurona i la fibra 
muscular, el con de creixement de la motoneurona pot alliberar neurotransmissor en resposta a 
l’estimulació elèctrica (Young i Poo, 1983; Hume et al., 1983) i, en conseqüència, la transmissió 
neuromuscular, tant espontània com evocada, comença minuts després del contacte amb el múscul 
(Kidokoro i Yeh, 1982; Chow i Poo, 1985; Evers et al., 1989). Els següents dies, al mateix temps 
que la membrana postsinàptica va madurant, el terminal presinàptic es diferencia dramàticament: 
les vesícules sinàptiques incrementen en nombre i es perden els elements del citoesquelet 
característics de l’axó, es formen les zones actives, les vesícules sinàptiques s’agrupen en elles i el 
terminal nerviós esdevé polaritzat (Kelly i Zacks, 1969; Takahashi et al., 1987; Ko, 1985; Buchanan 
et al., 1989; Lupa i Hall, 1989). Aquests canvis, acompanyats d’un increment paral.lel en àrea i 
volum sinàptic, porten associat un gran increment de la freqüència d’exocitosi espontània i del 
nombre de vesícules de neurotransmissor alliberades en resposta a l’estimulació (Dennis, 1981). 
 
Les especialitzacions pre-sinàptiques que es formen en zones de contacte amb el múscul, 
tant en músculs reinnervats com en co-cultius de nervi-múscul, requereixen per a la seva 
organització de factors provinents de la cèl.lula diana. No es coneixen fins al moment els factors 
que estimulen la diferenciació presinàptica, però hi ha tres proteïnes presents en la làmina basal 
sinàptica que sembla que poden estar implicades: el factor de creixement dels fibroblastes 2 (FGF2) 
que estimula l’agrupament local de les vesícules sinàptiques quan és aplicat a neurites (Dai i Peng, 
1995), determinats substrats que contenen agrina (Campagna et al., 1995, 1997) i també, certes 
isoformes sinàptiques de laminina que causen inhibició del creixement de neurites i l’acumulació de 
vesícules sinàptiques (Porter et al., 1995; Patton et al., 1995; Chang et al., 1997). A partir d’estudis 
in vitro, han sorgit d’altres candidats: les neurotrofines, que són unes proteïnes alliberades per les 
fibres musculars i que estan actuant a través del receptor trkB, en el manteniment dels agrupaments 
d’AChRs postsinàptics (González et al., 1999) i que a la vegada incrementen l’eficàcia de 
l’alliberament de neurotransmissor en sinapsis acabades de formar (revisat per Lu i Figurov, 1997; 
Fitzsimonds i Poo, 1998). A més a més, nombrosos agents tròfics i molècules d’adhesió cel.lular 
expressats pel múscul promouen la diferenciació de motoneurones aïllades (Dai i Peng, 1995; 
revisat per Oppenheim, 1996). No obstant, no hi ha cap evidència de que algun d’aquests factors 
sigui crític in vivo pels estadis inicials de la diferenciació presinàptica. Per altra banda, la maduració 
dels terminals nerviosos, està greument afectada en ratolins mutants als que els hi falta la proteïna 
laminina β2, encara que els estadis inicials de diferenciació no es veuen afectats (Noakes et al., 




1995). En ratolins knock out (ko) per N-CAM o FGF5, es detecten alguns defectes neuromusculars 
(Moscoso et al., 1998). En ratolins ko per l’agrina, es veu afectada la diferenciació presinàptica, 
però aquest defecte és aparentment secundari al blocatge de la diferenciació postsinàptica: en 
absència d’agrina, els miotubs no sintetitzen un factor retrògrad no caracteritzat (Burgess et al., 
1998). Sembla, que totes aquestes molècules actuen, al menys en part, disparant un increment de 
calci intracel.lular (Dai i Peng, 1993). A més a més, les sinapsines, proteïnes associades a les 
vesícules que modulen l’alliberament de neurotransmissor, poden regular la maduració funcional i 
estructural dels terminals motors (Lu et al., 1996). En resum, totes aquestes evidències mostren que 
la diferenciació presinàptica segueix una regulació multifactorial. 
 
Paral.lelament amb l’organització estructural del component presinàptic aquest va 
desenvolupant les seves característiques funcionals. Tant en els animals adults com en els que 
s’estan desenvolupant, la transmissió neuromuscular i l’activitat sinàptica depenen d’una forma 
important de l’entrada de calci des del medi extracel.lular mitjançant els canals de calci dependents 
de voltage (VDCC) (Katz i Miledi, 1970). S’ha demostrat que els VDCC tipus P/Q, L i N participen 
en la neurotransmissió de les NMJ dels animals recent nascuts (Sugiura i Ko, 1997; Rosato-Siri i 
Uchitel, 1999; Santafé et al., 2001). En els terminals nerviosos de motoneurones de mamífers 
adults, l’alliberació d’acetilcolina és mediada gairebé exclusivament pel calci que entra a través dels 
VDCC del tipus P/Q (Uchitel et al., 1992; Protti i Uchitel 1993; Bowersox et al., 1995; Hong i 
Chang, 1995). 
 
3.2 Diferenciació postsinàptica 
 
 Durant molt de temps el rol del terminal nerviós ha estat considerat fonamental en 
l’organització de la sinaptogènesi durant el desenvolupament de la unió neuromuscular. 
Experiments in vitro mostren que durant la formació dels contactes sinàptics els nervis motors no 
van a contactar amb els agrupaments d’acetilcolina que ja s’han format prèviament de manera 
espontània, sino que és a l’àrea de la fibra muscular on contacten a on indueixen la formació de 
nous agrupaments de receptors (Frank i Fischbach, 1977; Anderson i Cohen, 1977). És a dir, les 
sinapsis no es formaran als agrupaments d’AChRs que s’han format espontàniament sinó que 
només es donaran allà on el terminal nerviós contacta amb la fibra muscular induint nova síntesi i 
agrupament d’AChRs. Posteriors estudis fets in vivo van mostrar que l’agrina z alliberada pels 
terminals nerviosos (Gautam et al., 1996; Burgess et al., 1999) s’uneix al seu receptor MuSK 
activant-lo i es promou així l’agrupament dels AChRs (DeChiara et al., 1996; Glass et al., 1996). A 




més a més, l’activació de MuSK per sobrexpressió d’agrina indueix la formació d’un aparell 
postsinàptic aneural (Jones et al., 1997). Malgrat que cada vegada es preveia més consolidat aquest 
context de dependència del terminal nerviós en la diferènciació postsinàptica, recentment nous 
estudis han obert questions respecte al paper de l’agrina en particular i els terminals nerviosos en 
general en les etapes inicials de la diferenciació postsinàptica. S’ha trobat que in vivo els 
agrupaments d’AChRs es formen espontàniament en absència de nervis intramusculars i/o agrina 
(Harris, 1981; Yang et al., 2001). Els mateixos estudis conclouen que MuSK és indispensable per 
aquesta formació de agrupaments d’AChRs independentment de la innervació (Lin et al., 2001; 
Yang et al., 2001) i que un cop formats aquests agrupaments de receptors colinèrgics es dispersen 
més ràpidament en músculs innervats per axons deficients en agrina que en músculs aneurals. Totes 
aquestes darreres troballes porten a la hipòtesi de que la diferenciació postsinàptica s’inicia de 
manera independent del terminal nerviós i posteriorment el terminal, gràcies a l’agrina, estabilitza 
als AChRs presents a l’àrea sinàptica i desestabilitza als extrasinàptics, no estabilitzats per l’acció 
directa de l’agrina. 
 
Els gens de les diferents subunitats dels AChRs s’expressen a baix nivell als mioblastes. 
Quan aquests es fusionen per formar miotubs aquesta expressió s’incrementa com a part del 
programa miogènic que porta a la formació de l’aparell contràctil. Les subunitats dels AChRs són 
traduïdes i insertades a la membrana plasmàtica (Merlie, 1984a). Abans de la innervació de la fibra 
muscular en desenvolupament, els trànscrits de les diferents subunitats que conformen els AChRs 
són expressats per tots els nuclis de la cèl.lula muscular aneural. En músculs madurs, com ja s'ha 
citat anteriorment, la densitat d’AChRs sinàptics és superior a 10000/µm2 i decau fins a 
aproximadament 10/µm2 a menys d'una dècima de micròmetre (10-7 metres) del final del terminal 
nerviós. S’han de produir tres processos fonamentals per a que tingui lloc aquesta redistribució 
d’AChRs i s’ha trobat fins al moment que aquests estan controlats pel terminal nerviós a través de 
diferents mecanismes: (1) Activació de la transcripció dels gens de les subunitats dels AChRs als 
nuclis subsinàptics. (2) Repressió de la transcripció dels gens de les subunitats dels AChRs als 
nuclis extrasinàptics. (3) Agrupament dels AChRs a la membrana postsinàptica o clustering. 
 
En quant al primer procés, els nuclis subsinàptics transcriuen els gens de les diferents 
subunitats dels AChRs molt més activament que els nuclis no sinàptics (Merlie i Sanes, 1985; 
Goldman i Staple, 1989; Klarsfeld et al., 1991; Sanes et al., 1991; revisat per Duclert i Changeux, 
1995), la qual cosa suggereix que el terminal nerviós està proporcionant un senyal estimulador de la 
transcripció d’aquests gens. S’han proposat dues molècules com a senyal derivat del nervi: el pèptid 




relacionat amb el gen de la calcitonina (CGRP) i una neuregulina. L’aplicació de CGRP a cultius de 
miotubs estimula la síntesi d’AChRs (New i Mudge, 1986; Fontaine et al, 1986, 1987). Al 1986, 
Fisbach i Usdin van aïllar una molècula que estimula l’acumulació de AChRs en cultiu. Aquest 
molècula es denomina ARIA (de les sigles en anglès Acetylcholine Receptor Inducing Activity). És 
una proteïna de matriu extracel.lular d'aproximadament 42 kDa. El clonatge d’aquesta molècula 
(Falls et al., 1993) va deixar veure que es tracta d’una neuregulina (NRG-1) que pertany al grup de 
factors de creixement neurotròfics que són lligands naturals d’alguns dels membres de la familia de 
receptors del factor de creixement epidèrmic (EGF) denominats ErbBs (revisat per Carraway i 
Burden, 1995). Tant la neuregulina com el CGRP són sintetitzats per diferents tipus cel.lulars, 
incloent a les neurones motores, on són sintetitzats al soma, transportats pels axons motors alliberats 
pel terminal nerviós i incorporats a la làmina basal sinàptica (Goodearld et al., 1995; Loeb i 
Fischbach, 1995). La identificació d'ARIA com a neuregulina i el fet de que erbBs s’expressin i es 
trobin concentrats a la membrana postsinàptica (Zhu et al., 1995; Trinidad et al., 2000) suggereix 
que ARIA estimula la transcripció de les subunitats dels receptors colinèrgics a través de l’activació 
dels receptors erbBs. Anteriorment hem comentat que els AChRs són pentàmers amb la següent 
composició de subunitats: α2βεδ. No obstant, aquesta composició de subunitats està sotmesa a 
canvis durant el desenvolupament. S’ha descrit que és després del naixement quan es comença a 
expressar la subunitat ε, presentant embrionàriament els AChRs la següent composició: α2βγδ 
(Kues et al., 1995). La subunitat γ dels AChRs és expressada pels nuclis de les cèl.lules musculars 
embrionàriament mentre que l’expressió de la subunitat ε és induïda després del naixement (Kues et 
al, 1995), sent aquesta última subunitat, distintiva dels AChRs de l’aparell postsinàptic madur. El 
canvi de subunitat produeix un profund efecte en la conductància dels receptors durant la 
transmissió de l’impuls sinàptic. L’expressió de la subunitat ε només es dóna si existeix innervació 
de la cèl.lula muscular i és exclusiva dels nuclis sinàptics (Goldman i Staple, 1989; Kues et al., 
1995). Hi ha evidències de que són les neuregulines (entre elles ARIA), les molècules que estan 
induint l'expressió de la subunitat ε, ja que si s’afegeixen neuregulines a miotubs en cultiu, la seva 
expressió es veu incrementada 10 vegades (Martinou et al., 1991; Falls et al., 1993; Chu et al., 
1995). En base a que les neuregulines actuen a través dels receptors erbB, s’han iniciat estudis per 
conèixer els passos que porten a l’activació dels gens de les subunitats dels AChRs. En cultiu, les 
quinases erbB inicien una cascada de quinases (incloent ras, raf, erk,...) (Tansey et al., 1996; Si et 
al., 1996; Altiok et al., 1997) que activen la transcripció dels gens dels AChRs als nuclis sinàptics. 
Recentment, s’ha demostrat que Cdk5 (de l’anglès Cyclin-dependent kinase 5), una serin/treonina 
quinasa que té importants rols durant el desenvolupament del sistema nerviós central (Oshima et al., 
1996; Chae et al., 1997; Kwon i Tsai, 2000) i durant la regeneració muscular (Fu et al., 2002) té una 




important funció en la regulació de l’expressió de les diferents subunitats dels AChRs a la sinapsi 
neuromuscular (Fu et al., 2001). Cdk5 s’expressa i es troba concentrada a les unions 
neuromusculars tant embrionàriament com a l’edat adulta, i resultats d’Ip i col.laboradors mostren 
com Cdk5, p35 i pctaire1 són indispensables com a reguladors de la via de senyalització iniciada 
per les neuregulines (Fu, 2001; Cheng et al., 2002). 
 
En quant al segon procés, gairebé simultàniament a l’agrupament dels AChRs al lloc 
sinàptic (procés del que es parlarà a continuació), la densitat d’AChRs extrasinàptica comença a 
disminuir. Se sap però que la densitat d’AChRs extrasinàptica torna a incrementar després d’una 
denervació com a resultat d’una activació de la transcripció per part dels nuclis extrasinàptics 
(Merlie et al., 1984b; Tsay i Schmidt, 1989). Tot això indica que l’activitat elèctrica de les fibres 
musculars té un efecte repressiu de l’expressió dels gens dels AChRs per part dels nuclis 
extrasinàptics (Goldman et al., 1988). El terminal nerviós controla la densitat extrasinàptica 
d’AChRs mitjançant un mediador químic (el neurotransmissor) i el mecanisme que fa servir es la 
pròpia transmissió sinàptica. Els AChRs estan subjectes a una regulació negativa pel seu lligand, 
amb els efectes negatius exercits a distància, sent els receptors sinàptics els responsables de l’inici 
del senyal, i a l’hora immunes als efectes repressius de l’activitat. Així, l’alliberament d’ACh activa 
els AChRs disparant-se un potencial d’acció que propaga el senyal repressiu al llarg de la cèl.lula 
muscular, incrementant-se així els nivells de calci citosòlic (calci que prové del reticle 
sarcoplasmàtic i també del medi extracel.lular). El calci activa la contracció muscular i reprimeix la 
transcripció dels gens dels AChRs en els nuclis extrasinàptics (Huang et al., 1994a; Adams i 
Goldman, 1998). La diana clau per l’expressió dels gens dels AChRs és la proteïna quinasa C 
(PKC) (Klarsfeld et al., 1989; Huang et al., 1992). Aquesta serin treonina quinasa s’activa per calci 
i fosfolípids, de tal manera que pot ser activada directament per l’influx de calci o indirectament 
gràcies al diacilglicerol (DAG) produït per l’increment de calci citoplasmàtic. Les dianes crítiques 
de la PKC són a la vegada factors miogènics activadors de la transcripció que són necessaris per la 
iniciació del programa miogènic. Aquests factors (myoD, myf5, MRF4 i miogenina) s’uneixen a 
una seqüència denominada E-box als gens de les subunitats dels AChRs (Bessereau et al., 1998). 
Aquestes seqüències E, confereixen expressió dependent d’activitat (Piette et al., 1990; Walke et al., 
1996a, b). La fosforilació dependent d’activitat dels factors miogènics, per part de la PKC, inactiva 
a aquests factors i com a conseqüència hi ha una anulació de l'expressió dels gens de les subunitats 
dels AChRs (Eftimie et al., 1991, Huang et al., 1994b). 
 




Respecte al tercer procés, i com ja hem comentat anteriorment, els AChRs que estan 
inicialment uniformement distribuïts per la membrana dels miòcits s’agrupen donant lloc a les 
estructures característiques que conformaran l’aparell postsinàptic. S’han buscat proteïnes 
implicades en aquest procés d’agrupament trobant-se finalment l’agrina com a molècula crítica 
organitzadora de la diferenciació postsinàptica derivada del terminal nerviós (McMahan, 1990). A 
més, la isoforma z de l’agrina (denominada B en aus) és la necessària per l’activitat de clustering 
(Ruegg et al., 1992; Ferns et al., 1992; Hoch et al., 1993; Gesemann et al., 1995). Estudis de guany i 
pèrdua de funció soporten aquesta hipòtesi, veient-se la diferenciació postsinàptica profundament 
afectada en ratolins ko per l’agrina (Gautam et al., 1996; Burgess et al., 1998). El millor candidat a 
receptor de l’agrina, és una proteïna transmembrana tirosina quinasa que s’expressa selectivament a 
múscul esquelètic on colocalitza amb els AChRs (Valenzuela et al., 1995; Ganju et al., 1995). 
Aquesta proteïna és MuSK (de l'anglès Muscle-Specific receptor tyrosine Kinase). Els ratolins ko 
per MuSK presenten defectes neuromusculars similars als que presenten els ko per l’agrina 
(DeChiara et al., 1996), però ha estat impossible demostrar la unió d’agrina purificada a MuSK 
(purificada o expressada en cèl.lules no musculars) el que suggereix que MuSK és nomès una 
subunitat d’un receptor multimèric amb d’altres subunitats necessàries per la unió de l’agrina (Glass 
et al., 1996). Un altre efector crític pel clustering dels receptors és una proteïna citoplasmàtica de 43 
kDa denominada rapsina (Frail et al., 1987). Colocalitza amb els AChRs una vegada s’han format 
els agrupaments i és present en una estequiometria 1:1 a les NMJs adultes. S’ha demostrat que la 
rapsina pot unir-se directament als AChRs (Burden et al., 1983; Sealock et al., 1984; Noakes et al., 
1993). Si es coexpressen en sistemes heteròlegs rapsina i AChRs, aquests últims s’agrupen 
(Froechner et al., 1990; Phillips et al., 1991). En ratolins ko per la rapsina, no es formen 
agrupaments d’AChRs i tampoc es formen en miotubs mutants en cultiu encara que sigui afegida 
agrina al medi (Gautam et al., 1995). Tot i que hi ha estudis que situen a l’agrina, a MuSK i a la 
rapsina a la mateixa via de clustering, encara queden qüestions obertes (Gillespie et al., 1996; Apel 
et al., 1997; Ferns et al., 1996; Montanaro et al., 1998). A més, recentment ha estat demostrat que 
les tirosines quinases Abl actuen com a mediadors crítics del clustering dependent d’agrina i MuSK 
(Finn et al., 2003). Cal afegir que, tot i que és aquesta la via de clustering predominant, recents 
estudis han revelat que els agrupaments primerencs es poden formar de manera independent del 
terminal nerviós i l’agrina (Lin et al., 2001) i posteriorment l’agrina z a través de MuSK i rapsina 
proporciona un clustering adicional i localitzat sota el terminal nerviós (revisat per Willmann i 
Fuhrer, 2002). 
 




Un cop que els pentàmers d'AChR queden agrupats en el lloc sinàptic, comença una 
reestructuració dels mateixos que comporta un canvi en la morfologia de l’agrupament. Aquests 
agrupaments de receptors d’acetilcolina colinèrgics pateixen un canvi morfològic gradual passant 
d’ocupar un àrea uniforme i ovalada a ocupar-ne una que segueix un patró de branques, no 
homogènia en quant a la densitat d’AChRs (Slater i col 1982 a i b; Balice-Gordon i Lichtman, 1993; 
Gan i Lichtman, 1998; Sanes i Lichtman, 1999). Seguint criteris iniciats per altres investigadors 
(Steinbach, 1981; Slater, 1982a, b; Bewick i cols, 1996) les morfologies adoptades pels 
agrupaments de receptors van ser classificades en 6 tipus diferents, sent M1 la morfologia més 
immadura i M6 la morfologia madura (Lanuza et al., 2002) (Figura 2): 
 
M1: Van ser classificats com M1 tots els agregats corresponents a una placa de forma oval i 
uniforme en densitat d’AChRs. S’observa una porositat uniformement distribuïda dins la placa. 
 
M2: La placa s’ha anat elongant i comencen a aparèixer zones no tan homogènies en la densitat 
d’AChRs. L’augment de densitat d’AChR apareix localitzat en línies estretes dins la placa. 
 
M3: Placa oval en la que ja apareixen zones sense receptors: “forats”. Aquestes zones lliures de 
receptors no estan innervades. 
 
M4: La placa oval s’ha transformat, seguint ara un patró de branques, amb zones d’alta i baixa 
densitat de receptors. Els “forats” acostumen a estar recoberts de línies riques en AChRs. 
 
M5: Patró de branques millor definit amb regions amb alta, baixa i nul.la densitat de AChRs. Les 
regions amb alta densitat, estan en contacte amb branques terminals d’axons, mentre que hi ha 
regions no innervades. 
 
M6: Patró discontinu d’AChRs, que segueix un patró de branques fragmentades. 
 
4. Innervació polineuronal i eliminació sinàptica 
 
Durant el desenvolupament de les NMJ dels vertebrats (a excepció dels peixos), les fibres 
musculars estan innervades per més d’un axó motor en una sola àrea sinàptica (Redfern, 1970; 
Brown et al., 1976). Aquests contactes redundants seran eliminats tots excepte un durant la 
primerenca vida postnatal, en un procés denominat eliminació sinàptica (Benoit i Changeux, 1975; 




O’Brien et al., 1978). En el conjunt del sistema nerviós, l’eliminació sinàptica refina les connexions 
existents entre cèl.lules pre- i postsinàptiques d’una manera que pot ser vista com un mecanisme 
que elimina connexions inicials difoses i redundants de molts circuits sinàptics. Aquest fenomen no 
és una conseqüència de la mort fisiològica d’un elevat nombre de neurones que té lloc durant el 
desenvolupament embrionari i que també ocasiona una disminució de la connectivitat sinàptica.  
 
La desconnexió axonal que té lloc durant l’etapa postnatal implica una interdependència 
entre els terminals axònics que condiciona el destí dels mateixos. Això ho confirma el fet que 
durant el procés d’eliminació sinàptica no s’hagi detectat cap cèl.lula diana que hagi perdut tots els 
seus axons innervants (revisat per Brown et al., 1976). Des d’aquest punt de vista, els axons que 
innerven una mateixa àrea sinàptica són competidors. Entendre el procés d’eliminació sinàptica 
postnatal requereix conèixer quines són les característiques dels axons que els permeten competir 
entre ells i quines són les interaccions que causen pèrdua d’unes connexions i manteniment d’unes 
altres, punts que intentarem explicar en aquesta introducció. 
 
La innervació polineuronal a la NMJ dels mamífers s’origina per convergència de varis 
axons motors de diferents motoneurones en una fibra muscular individual al mateix lloc sinàptic 
(innervació polineuronal focal). Durant el procés d’eliminació, es dóna la retracció d’aquests axons 
redundants de cada lloc sinàptic sense que hi hagi una reducció en el nombre total de sinapsis, 
motiu pel qual, el terme d’eliminació sinàptica no és del tot correcte, sinó que s'hauria de parlar 
d’eliminació d’axons. 
 
El procés d’eliminació sinàptica és gradual en dos aspectes. En primer lloc, dins un mateix 
múscul, l’eliminació sinàptica es dóna progressivament en el temps; prenent d’exemple el múscul 
Diafragma de rata, aproximadament d’un 5 a un 15% de fibres musculars esdevenen 
monoinnervades cada dia postnatal, fins el dia postnatal 15, quan totes estan monoinnervades 
(Redfern, 1970). La transició d'innervació múltiple a monoinnervació és també gradual dins una 
mateixa NMJ. És a dir, cada NMJ perd la innervació múltiple gradualment, de manera que les àrees 
ocupades pels axons competidors en la mateixa NMJ són aproximadament iguals al naixement però 
paulatinament tots els axons excepte un van perdent territori fins a desaperèixer (Balice-Gordon i 
Lichtman, 1993). És interessant ressaltar que recentment s’ha descrit que un minoritari percentatge 
de sinapsis no segueixen estrictament aquest patró i, en aquests casos, un terminal que havia perdut 
territori el pot tornar a recuperar i desplaçar al seu competidor (Walsh i Lichtman, 2003). Durant el 
procés d’eliminació també divergeixen les forces sinàptiques dels terminals nerviosos, podent parlar 




d’un axó fort o gran i un axó feble o petit (Colman et al., 1997; Santafé et al., 2001). L’observació 
de que diferents branques axonals provinents d’un mateix soma poden ser trobades a un mateix 
temps en diferents estadis d’eliminació quan innerven fibres musculars veïnes (Keller-Peck et al., 
2001), sembla indicar que el balanç de pèrdua i guany a cada NMJ no ve determinat, al menys 
totalment, pel soma neuronal, sinó que s’estableix localment en el lloc de contacte sobre la fibra 
muscular, podent ser aquesta cèl.lula intermediària en el procés. 
 
Molts experiments han mostrat que alteracions en l’activitat neuromuscular afecten a la taxa 
d’eliminació sinàptica (Benoit i Changeux, 1975; Thompson et al., 1979; Brown et al., 1982; Duxon 
et al., 1982; Thompson, 1983, Thompson, 1985). L’activitat elèctrica afecta a la intensitat de la 
competició de manera que el blocatge de l’activitat sinàptica o una excessiva estimulació, 
endarrereixen o acceleren respectivament l’eliminació sinàptica (Thompson et al., 1979; Brown et 
al., 1982; Ribchester i Taxt, 1983; Barry i Ribchester, 1995; O’Brien et al., 1978; Thompson, 1983; 
Duxson i Vrbova, 1985; Vyskocil i Vrbova, 1993). Això indica que existeix una correlació positiva 
entre la taxa d’eliminació sinàptica i el nivell d’activitat. A més, si es bloca la neurotransmissió 
únicament en determinades parts de la sinapsi es produeix eliminació sinàptica als llocs inactius 
(Balice-Gordon i Lichtman, 1994). Aquests experiments van reforçar la idea de que les neurones 
motores amb una major activitat tenen avantatge sobre les seves competidores a l’hora que 
demostraven que és necessària una diferència local d’activitat per a que comenci el mecanisme 
d’eliminació. Aquesta conclusió concorda amb altres experiments (Ribchester i Taxt, 1983), encara 
que tanmateix, contradiu la interpretació d’altres experts (Callaway et al., 1987, 1989; Barber i 
Lichtman, 1999) en els que es van trobar alteracions que responien a un avantatge competitiu per 
les neurones motores menys actives. Sorprenentment, estudis recents suggereixen la idea que 
l’activitat no seria el factor conductor de l’eliminació sinàptica en circumstàncies normals sinó que 
el seu paper seria molt més subtil (Buffelli et al., 2003; Kasthuri i Lichtman, 2003).  
 
La probabilitat d’alliberament del neurotransmissor difereix en els axons innervants en 
competició i contribueix a augmentar la disparitat en el contingut quàntic observada conforme va 
tenint lloc la competició (Kopp et al., 2000). Aquest canvi presinàptic, que precedeix a la retirada 
dels axons, pot ser explicat per la modulació de la neurotransmissió ocasionada per receptors 
muscarínics presinàptics (Santafé et al., 2003 i 2004) 
 
Paral.lelament a la pèrdua gradual d’axons tenen lloc canvis en l’estructura de l’aparell 
postsinàptic. Com s’ha detallat a l’apartat de desenvolupament postsinàptic d’aquesta introducció, 




la placa oval d’AChRs uniformement distribuïts es transforma en una estructura molt més 
complexa. Aquesta transició sembla estar directament relacionada amb el procés d’eliminació 
sinàptica ja que dins d’un mateix múscul en desenvolupament, les sinapsis que encara estan 
múltiplement innervades tenen plaques postsinàptiques més senzilles que les que ja estan 
monoinnervades (Balice-Gordon i Lichtman, 1993). Encara que estudis previs havien mostrat que la 
pèrdua gradual de branques axonals en una NMJ anava acompanyada d’una gradual pèrdua 
d’AChR a les mateixes localitzacions sinàptiques (Rich i Lichtman, 1989; Balice-Gordon i 
Lichtman, 1993), estudis més recents han mostrat que la pèrdua axonal pot produir-se sense detectar 
canvis en la distribució dels AChRs subjacents (Lanuza et al., 2002; Walsh i Lichtman, 2003). Quan 
hi ha reorganització d’AChRs a la membrana postsinàptica, aquesta va acompanyada per una 
reorganització paral.lela de molècules associades a aquests receptors, com per exemple la rapsina 
(Culican et al., 1998). 
 
Donada la capacitat de la fibra muscular per realitzar canvis en els AChRs en els llocs on es 
perdran els terminals nerviosos s’ha argumentat que siguin alteracions en la cèl.lula postsinàptica 
les que causin la retirada del terminal nerviós (Balice-Gordon i Lichtman, 1993). L’observació de 
que quan es bloca amb α-bungarotoxina una petita regió de l’àrea de la NMJ, la densitat dels 
AChRs postsinàptics en el lloc sinàptic inactiu es perd de la mateixa manera que ho fan els 
terminals nerviosos situats a sobre d’aquesta regió juntament amb la observació que si el blocatge 
és de tota la NMJ no hi ha pèrdua de cap tipus (Balice-Gordon i Lichtman, 1994), va portar a 
concloure que el senyal d’eliminació ocasionava una disminució de la densitat dels AChRs 
postsinàptics sota l’axó inactiu que el portaria finalment a retirar-se de la NMJ. 
 
La idea que terminals nerviosos actius poden desestabilitzar a d’altres inactius o menys 
actius a través d’un mecanisme postsinàptic suggereix l’existència d’un model complex basat en la 
competició dependent de l’activitat i que requereix senyals anterògrads, intersinàptics i retrògrads. 
Jennings (1994) va proposar que la transmissió sinàptica produeix dos tipus de senyals, un protector 
i localitzat i un altre no tan localitzat i desestabilitzador. Encara que no es coneixen les identitats 
dels senyals de protecció o desestabilització, s’ha proposat que la fibra muscular podria 
proporcionar un factor tròfic en quantitats limitades pel qual estarien competint els axons, factor 
denominat sinaptotrofina per Snider i Lichtman (1996). Diversos factors de creixement han mostrat 
tenir efectes sobre l’eliminació sinàptica (revisat per Nguyen i Lichtman, 1996), però el factor 
neurotròfic derivat de la glia (GDNF) és el que fins al moment ha mostrat els efectes més 




importants (Nguyen et al., 1998). S’ha trobat també que en animals deficients en TrkB, els miòcits 
presenten desestructuració de les NMJ i pèrdua de terminals nerviosos (González et al., 1999). 
 
Vrbovà i col.laboradors (O’Brien et al., 1978) van ser els primers en suggerir com a agent 
desestabilitzador a les proteases. Més recentment, Nelson i col.laboradors han realitzat amplis 
estudis que han portat a valorar les proteases i, en particular la serin proteasa trombina com un agent 
desestabilitzador important en la NMJ (Nelson et al., 2003). 
 
4.1. Les serin proteases en el fenomen plàstic de l’eliminació sinàptica 
  
Diferents treballs mostren que tant les proteases com els seus inhibidors estan implicats en 
moltes activitats neurals com són el creixement de neurites, la mobilitat del con de creixement 
neural i el dany neuronal (Gurwitz i Cunningham, 1988; Monard, 1988; Jalink i Moolenaar, 1992; 
Suidan et al., 1992; Ishii et al., 1994; Vaughan et al., 1995; Smith-Swintosky et al., 1995; Grand et 
al., 1996). Experiments realitzats l’any 1986 per Connold i col.laboradors van suggerir que les 
proteases podien tenir una funció important en la remodelació de les sinapsis neuromusculars, 
havent-se formulat una hipòtesi implicant l’acció de serin proteases activades per calci sobre el 
mecanisme d’eliminació sinàptica a la unió neuromuscular (Van Essen et al., 1990). L’any 1995 
Vrbovà i col.laboradors van demostrar que la leupeptina i altres inhibidors de proteases blocaven el 
procés d’eliminació sinàptica a les NMJ (Tyc i Vrbovà, 1995). 
 
Experiments realitzats al laboratori del Dr. Nelson (Laboratory of Developmental 
Neurobiology, National Institute of Child Health and Human Development, National Institutes of 
Health) en co-cultius de neurones del gangli superior cervical (SCG) i miotubs de ratolins van 
mostrar que la hirudina, inhibidor específic de la trombina i la proteina nexina-1 (PN-1), inhibidor 
natural de proteases, bloquen el procés d’eliminació sinàptica dependent d’activitat (Liu et al., 
1994a). Aquestes observacions van indicar que la trombina té una important acció en aquest procés. 
L’acció de la trombina és deguda a la seva acció sobre una família de receptors de proteases 
acoblats a proteïnes G denominats PARs (de l’anglès Protease Activated Receptors). Al 1991, Vu i 
col.laboradors van clonar el primer receptor de la trombina humana (Vu et al., 1991a, b), mostrant 
com la trombina interacciona a un lloc específic d’aquest situat al domini amino-terminal 
extracel.lular, originant així l’aparició d’un nou extrem amino-terminal que actua com un nou 
lligand el qual s’uneix i activa a la molècula que ha estat trencada prèviament. Molts mecanismes 
cel.lulars, incloent l’activació de proteïnes quinases, són modulats a través de l’activació del 




receptor de la trombina (Vaughan et al., 1995; Hung et al., 1992; Suidan et al., 1992; Pike et al., 
1996). Recentment, ha estat demostrat que la trombina és un mediador de l’eliminació sinàptica 
dependent d’activitat a la NMJ in vitro (Jia et al, 1999) i in vivo (Zoubine et al., 1996; Lanuza et al., 
2001). És a dir, l’acció de la trombina ocasiona una acceleració en l’eliminació dels contactes 
sinàptics redundants. 
 
Són diverses les evidències de l’existència de la trombina i el seu receptor en el múscul 
esquelètic. Així, la protrombina (molècula precursora de la trombina) s’expressa a nivell de mRNA 
en fibres musculars diferenciades, tot i que no s’ha detectat ni en mioblasts ni en cultius primaris de 
cèl.lules musculars (Kim i Nelson, 1998), sent aquesta expressió màxima al naixement i estant 
regulada durant el desenvolupament (Suidan et al., 1996b; Kim et al., 1998). De la mateixa manera, 
l’expressió del receptor de la trombina es detecta en els seus nivells més alts d’expressió al 
naixement i la seva expressió queda regulada durant el desenvolupament. A diferència de la 
protrombina, s’ha trobat expressió del receptor de la trombina en mioblastes, estant inhibida aquesta 
expressió per la fusió d’aquests in vitro (Suidan et al., 1996b). Recentment, però, s’ha detectat una 
expressió significativa en cultius purs de miotubs (Kim, resultats no publicats). A les fibres 
musculars esquelètiques adultes també es detecta mRNA del receptor de la trombina (Kim et al., 
1998), aquest mRNA es troba localitzat a les NMJ, i els nivells d’aquest incrementen ràpidament 
després d’una denervació (Kim et al., 1998). D’altra banda, s’ha trobat expressió a la NMJ de la 
proteasa nexina-1 (PN-1), un potent inhibidor natural de serin proteases (Festoff et al., 1991). 
Aquesta expressió es troba regulada durant el desenvolupament i es manté a les NMJ adultes 
(Akaaboune et al., 1998).  
 
  La trombina actua sobre els receptors de proteases PARs (Vu et al., 1991a; Nystedt et al., 
1994; Böhm et al., 1996; Ishihara et al., 1997; Xu et al., 1998). Han estat clonats 4 subtipus 
d’aquesta família de receptors: PAR-1 (Vu et al., 1991a), PAR-2 (Nystedt et al., 1994; Böhm et al., 
1996), PAR-3 (Ishirara et al., 1997) i PAR-4 (Xu et al., 1998), però només tres d’ells (PAR-1, PAR-
3 i PAR-4) són activats per la trombina. Encara que tots els PARs s’expressen al cervell adult 
(Striggow et al., 2001), només ha estat descrit PAR-1 com el receptor que té un paper important 
durant el desenvolupament (Soifer et al., 1994; Niclou et al, 1998) i la seva expressió ve regulada 
per aquest (Suidan et al., 1996b; Mbedi et al., 2001). Degut a totes aquestes evidències ens hem 
plantejat determinar la relació funcional d’aquest receptor a les unions neuromusculars durant el 
període d’eliminació sinàptica postnatal i la seva localització durant el desenvolupament i a l’adult. 
 




4.1.1. Estructura i mecanisme d’activació dels PARs 
 
La família de receptors PARs són uns receptors de pèptids que pertanyen als receptors tipus 
GPCRs (de les sigles en anglès G-protein coupled receptors) i són activats per proteòlisi (Cairns et 
al., 1995; Grand et al., 1996; Hollenberg, 1996). Aquests receptors són molt similars als dels 
neuropèptids i consten –com els clàssics GPCRs- de 7 dominis hidròfobs transmembrana que donen 
lloc a 3 loops intracel.lulars i 3 extracel.lulars, un domini carboxi-terminal intracel.lular i un gran 
domini amino-terminal extracel.lular, sent dins d’aquest últim domini on es troben els residus 















L’activació d’aquests receptors inclou diferents etapes comunes per a molts receptors. La 
primera etapa d’activació consisteix en la interacció del lligand i el receptor. Les serin proteases 
(entre elles la trombina) activen els PARs quan interaccionen amb ells a un lloc específic d’aquest 
situat al domini amino-terminal extracel.lular, fet que origina l’aparició d’un nou extrem amino-
terminal. Aquest nou extrem actua com a nou lligand, el qual s’uneix i activa a la molècula que ha 
estat trencada prèviament. Dins d’aquest nou extrem amino-terminal generat hi ha una sèrie 
d’aminoàcids específics (aproximadament uns sis residus) que interactuen amb d’altres dominis del 
receptor (Figura 3). D’aquesta manera els receptors PARs poden ser considerats receptors de 
pèptids especialitzats: receptors als quals el lligand és una part física de la molècula del receptor 
(una vegada la molècula del receptor ha estat trencada per una proteasa) (Déry et al., 1998). Una 
vegada produïda aquesta interacció entre l’extrem amino-terminal acabat de generar i altres parts 
del mateix receptor, aquest pateix un canvi de conformació que li permetrà la interacció amb 
Figura 2. Estructura del 
receptor de la trombina humà. 
S’indica el lloc de trencament 
de la trombina (fletxa), els 
dominis extracel.lulars (ECL) 
així com els intracel.lulars (CL). 
Els aminoàcids encerclats 
indiquen llocs potencials de 
fosforilació. Font: Grand et al., 
1996. 
 




proteïnes G heterotrimètiques presents a la membrana plasmàtica, les quals transduïran el senyal 
















Figura 3. Estructura de PAR-1, PAR-2 i PAR-3. Es mostren seqüències importants localitzades a l’extrem 
amino terminal i al segon domini extracel.lular. Els residus enquadrats indiquen el nou extrem amino terminal 




D’entre tots els PARs clonats fins al moment, PAR-1 és el receptor d’aquesta família més 














Figura 4. Mecanismes de 
transducció de senyal dels 
PARs. PLC, fosfolipasa C; PIP2, 
fosfatidilinositol 4,5,-bifosfat; 
IP3, inositol trifosfat; DAG, 
diacilglicerol; ERK, 
extracellular signal response 
kinase; MEK mitogen-activated 
protein kinase; PKC; EGF, 
factor de creixement epidèrmic. 
Font: Déry et al., 1998. 




El domini extracel.lular del PAR-1 conté una seqüència d’aminoàcids específica on la 
proteasa trenca al receptor i d’aquesta manera s’inicia la seva activació. Aquesta seqüència està 
molt conservada entre espècies, sent en rata la següent seqüència: PNPR41-S42FFLRN, produïnt-se 
el trencament de la molècula entre l’arginina 41 (R41) i la serina 42 (S42F) (Figura 5) (Grand et al., 
1996). PAR-1 també pot ser activat molt específicament amb el pèptid agonista SFLL (Lanuza et 
al., 2003) (veure material i mètodes). 
 
 
Humà  T N A T L D P R S F L L R N  P N D  K - Y E P F
   
Ratolí  T D A T V N P R S F F L R N  P S E  N T F E L
   
Rata  P Y A T P N P R S F F L R N  P S E  D T F E Q
   
Hamster T D A T V N P R S F F L R N  P G E  N T F E L I
   
Granota H S N N M T I K T R F I F D  D S E  S E F E E I
  P W - D 
 
 
Figura 5. Comparació de la seqüència d’aminoàcids d’una part del domini N-terminal extracel.lular de PAR-
1. Les seqüències han estat alineades. Amb la fletxa s’indica el lloc de trencament de la trombina. Font: Grand 
et al., 1996. 
 
 
D’entre totes les proteases estudiades, s’ha demostrat que la trombina activa a PAR-1, 
PAR-3 i PAR-4, mentre que la tripsina pancrètica és l’agonista més potent de PAR-2 (Déry et al., 
1998). No obstant, d’altres proteases també poden activar aquests receptors: PAR-1 pot ser activat 
per la tripsina, la plasmina, la granzima A i la catepsina G a més a més de per la trombina (Suidan 
et al., 1994; Molino et al., 1995; Vouret-Craviari et al., 1995; Suidan et al., 1996a), PAR-2 pot ser 
activat a més a més de per la tripsina, per la triptasa i pel factor de coagulació Xa (Corvera et al., 
1997; Molino et al., 1997) i encara que el principal activador de PAR-3 és la trombina, el factor de 





Domini activador Domini de reconeixement  
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4.2. El sistema PAR-1/Proteïna G/Proteïna Quinasa C en el procés d’eliminació sinàptica 
 
 Com ja s’ha mencionat anteriorment, un dels mecanismes cel.lulars modulats a través del 
receptor de la trombina és l’activació de proteïnes quinases. A més, s’ha demostrat que la trombina 
pot afectar al procés de pèrdua sinàptica a través de l’activació de PKC in vitro (Jia et al., 1999) i in 
vivo (Lanuza et al., 2001). Resultats del nostre laboratori, han mostrat que l’eliminació sinàptica en 
múscul de rata neonatal està mediada, al menys en part, per una proteïna G sensible a toxina 
pertussis i a l’activitat de la PKC que resulta de la cascada de senyalització iniciada per l’activació 
provocada per la trombina (Lanuza et al., 2001). 
 
La proteïna quinasa C és una serin treonina quinasa implicada en la regulació de molts 
processos cel.lulars, incloent la funció sinàptica (Nishizuka, 1992). Existeixen 3 classes de PKCs 
amb diferents característiques bioquímiques, requeriments de substracte i de cofactors. Dins de cada 
classe s’inclouen diferents isoformes. La classe millor caracteritzada i descoberta en primer lloc, és 
la classe convencional: cPKC. Dins d’aquesta classe s’engloben les isoformes α, βI, βII i γ. Una 
segona classe és la classe novel: nPKCs a la que pertanyen les isoformes δ, ε, η i θ i la darrera 
classe, la menys coneguda, és la classe atípica: aPKC, formada per les isoformes λ i ζ (revisat per 
Newton, 1995). Les diferents isoformes de PKC tenen una particular funció dins un mateix tipus 
cel.lular. S’ha trobat que la isoforma nPKC θ és una isoforma específica de teixit muscular i està 
implicada en funcions fisiològiques específiques de múscul esquelètic (Hilgenberg et al., 1996). 
Aquesta isoforma és regulada postnatalment durant el desenvolupament del múscul esquelètic de 
rata, amb un increment de la seva expressió durant el període postnatal (Hilgenberg i Miles, 1995) 
això suggereix que està associada amb la maduració de les NMJ i l’eliminació sinàptica, fet que 
s’ha tractat de demostrar en aquesta tesi.  
 
La pèrdua d’AChRs pot tenir lloc a les primeres etapes d’eliminació sinàptica (Balice-
Gordon i Lichtman, 1993). El fet que l’activació de fosfatases endògenes a dins de fibres musculars 
provoqui una desestructuració i destrucció dels agrupaments d’AChRs (Dai i Peng, 1998) ha portat 
a proposar un mecanisme en el que la fosforilació de molècules tinguin un paper en el procés de 
desestabilització (revisat per Lichtman i Colman, 2000; Nelson et al., 2004). En general, la 
localització i l’estabilitat dels neuroreceptors depèn de patrons de fosforilació (Swope et al., 1999; 
Swope, 2002). S’ha demostrat que la subunitat δ dels AChRs és diana de fosforilació de PKC, 
fosforilació que comporta una disminució de la inserció d’AChRs a la membrana postsinàptica 
(Nimnual et al., 1998). L’activació de PKC disminueix la inserció d’AChRs en la superfície de la 




membrana i pot desestabilitzar els AChRs a les membranes dels miotubs aneurals (Bursztajn et al., 
1988; Wallace et al., 1988) de la mateixa manera que als que es troben a les membranes de miotubs 
innervats in vitro (Lanuza et al., 2000). Resultats recents de Miles i Wagner (2003) mostren com la 
isoforma θ de la PKC inhibeix la formació d’agrupaments d’AChRs induïts per l’agrina i disgrega 
els preexistents en miotubs C2C12. En aquesta tesi ens plantegen determinar el paper de PKC en la 
maduració dels agrupaments d’AChRs a les NMJ in vivo durant el desenvolupament i la seva 
relació amb la pèrdua axonal.     
 



























II. HIPÒTESI I OBJECTIUS 
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El procés de maduració tant pre- com postsinàptic de la sinapsi neuromuscular durant el 
procés d’eliminació sinàptica postnatal depèn de l’activació d’una cascada de proteïnes de 
transducció de senyal que s’inicia amb l’activació del receptor de la trombina PAR-1, present aquest 
al component postsinàptic, i la posterior activitat de proteïna quinasa C. L'activitat de la proteïna 
quinasa C, concretament de la isoforma θ, regula aquesta maduració durant el procés d'eliminació 
sinàptica postnatal exercint la seva acció principalment sobre els AChRs.  
 
2. Objectius 
2.1. Objectiu general 
 
L'objectiu global d'aquesta tesi és conèixer amb precisió l’existència i localització del 
receptor de la trombina (PAR-1) a la sinapsi neuromuscular i el paper de la seva activació en la 
maduració de la sinapsi neuromuscular durant el procés d’eliminació sinàptica, així com el paper de 
l'activitat de la proteïna quinasa C (PKC) en aquest procés. Concretament, es pretén aprofundir en el 
coneixement de l’estreta relació existent entre la pèrdua axonal i la dispersió dels agrupaments de 
receptors d’acetilcolina (AChRs) i com està implicada la PKC i, en particular la isoforma θ, efector 
final de la via de senyalització activada inicialment per la trombina a través del seu receptor PAR-1. 
 
2.2. Objectius específics 
 
1. Conèixer l’evolució del procés d'eliminació sinàptica en el període postnatal (des del 
naixement fins a un mes d'edat) en el múscul Levator auris longus (LAL). 
2. Determinar l'evolució del desenvolupament dels grups d'AChRs durant el període 
d’eliminació sinàptica postnatal en el múscul Levator auris longus (LAL). 
3. Determinar el paper de la serin proteasa trombina i el seu receptor PAR-1 sobre el 
procés d’eliminació sinàptica postnatal. 
4. Determinar el paper de la serin proteasa trombina i el seu receptor PAR-1 sobre la 
maduració dels agrupaments de receptors d’acetilcolina postsinàptics. 
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5. Determinar la localització exacta de PAR-1 en el múscul esquelètic. 
6. Conèixer si l’expressió i localització de PAR-1 canvia durant la maduració de les 
sinapsis neuromusculars. 
7. Conèixer l'acció de PKC sobre el procés d'eliminació sinàptica postnatal. 
8. Determinar l'acció de PKC sobre el desenvolupament maduratiu dels agrupaments 
d'AChRs. 
9. Determinar si la isoforma θ de PKC està implicada en la maduració de les sinapsis 
neuromusculars. 





































III. MATERIAL I MÈTODES 
 
1. Animals utilitzats 
 
Els experiments van ser realitzats en múscul Levator auris longus (LAL) de rates mascle de 
raça Sprague Dawley, de ratolins C57BL/6J i de ratolins knock outs (KO) per la isoforma θ de la 
PKC. Les rates Sprague Dawley i els ratolins C57BL/6J van ser subministrats per la firma 
comercial Charles River, Barcelona. Els animals KO van ser cedits pel Dr. Phillip Nelson, del 
Laboratory of Developmental Biology, National Institute of Child Health and Human Development, 
National Institutes of Health, USA. Aquests animals van ser generats pel Dr. Hua Gu, del National 
Institute for Allergy and Infectious Diseases, National Institutes of Health. 
 
   S’han utilitzat animals d’edats compreses entre el naixement i el dia 30 postnatal. Els animals 
van ser obtinguts a partir d’encreuaments controlats a l’estabulari de la Facultat de Medicina de la 
URV, seguint les normes marcades per la llei aprovada al 1995 pel Parlament de Catalunya 5/1995, 
de 21 de juny, de protecció dels animals utilitzats per a experimentació i per altres finalitats 
científiques. Les variacions d’edat poden ser una font de variabilitat en els resultats i per 
minimitzar-la, aproximadament 8 hores després del creuament es van realitzar frotis vaginals a les 
femelles per tal de concretar la data de la concepció. Es van seleccionar com a positives les femelles 
amb presència d’espermatozoides al frotis vaginal. A més, només van ser utilitzades ventrades 
d’entre 13 i 15 animals en el cas de les rates, i d’entre 5 i 7 pels ratolins, amb un pes individual que 
no fos ni superior ni inferior al 5% de la mitjana de pes de cada dia postnatal.  
 
Els animals utilitzats pels encreuaments van ser mantinguts a l’estabulari prèviament a 
l’inici del treball amb la fi d’aclimatar-los a les condicions d’estabulació estàndard. Les condicions 
de vida, les mateixes per a tots els animals, es detallen a continuació: S’han mantingut a l’estabulari 
en gàbies estàndard de MAKROLONR (27x46x14 cm3 per rates i 27x27x14 cm3 per ratolins) a una 
temperatura ambiental, regulada amb un termòstat electrònic, de 20-22ºC, i una humitat relativa del 
60-70 %. Van ser sotmesos a cicles de 12 hores de llum artificial, amb neó de llum blanca, i 12 
hores de foscor. L’alimentació dels mascles i femelles adults que van ser creuats va ser amb pinso 
de manteniment per rata i ratolí VRF-1 de Charles River i aigua clorada. Tant el pinso com l’aigua 
van ser subministrats ad libitum 
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Els animals van ser sacrificats mitjançant dosis letals de tribromoetanol al 2% (0,15 ml/10g 
pes, i.p.) (Sigma). Per a tots els experiments s’ha disposat d’autorització del Comitè Ètic 
d’Experimentació Animal de la Facultat de Medicina i Ciències de la Salut de la URV per la 
realització del procediment experimental així com pel sacrifici dels animals. La cura i manipulació 
dels animals va ser realitzada seguint la llei aprovada al 1995 pel Parlament de Catalunya 5/1995, 
de 21 de juny, de protecció dels animals utilitzats per a experimentació i per altres finalitats 
científiques.  
 
2. Models d’estudi 
2.1. Sinapsi neuromuscular 
2.1.1. Justificació del model d’estudi 
 
El primer model experimental triat per la realització d’aquest estudi va ser la sinapsi 
neuromuscular. La sinapsi neuromuscular de vertebrats és una sinapsi nicotínica colinèrgica. La 
seva localització resulta ideal per a l’estudi d’alguns aspectes de l’estructura i funció sinàptica. La 
seva mida relativament gran i la seva accessibilitat han facilitat nombrosos estudis electrofisiològics 
i d’altres manipulacions experimentals, a més, va ser la sinapsi prototip en investigacions 
neurobiològiques durant anys. Altres avantatges d’aquest model experimental, respecte a d’altres 
models del sistema nerviós central, són el fàcil reconeixement, manipulació i aïllament del múscul, 
el fet que les fibres musculars adultes acostumen a estar monoinnervades i, finalment, que els 
principis que regulen el creixement i funcionament del sistema neuromuscular es poden extrapolar, 
amb petits canvis, a altres sistemes (Hall i Sanes, 1993; Sanes i Lichtmann, 1999). A més, la sinapsi 
neuromuscular és un model particularment adequat per a l’estudi de la formació de la sinapsi 
(Burden, 1977): (1) La sinapsi és geomètricament simple; (2) les sinapsis en desenvolupament i en 
regeneració es poden manipular in vivo d’una forma relativament fàcil; (3) les sinapsis entre les 
neurones motores i les cèl.lules musculars poden ser estudiades en cultiu cel.lular; (4) les proteïnes 
sinàptiques poden ser purificades a partir de l’òrgan elèctric de Torpedo que és una font abundant i 
homogènia de sinapsis similars a la neuromuscular; i (5) l’expressió gènica es pot alterar i ser 







2.1.2. Descripció dels models musculars estudiats 
2.1.2.1 Arquitectura muscular i innervació del múscul Levator Auris Longus (LAL) 
 
El principal model muscular triat per la realització d’aquest estudi, va ser el múscul Levator 
auris longus (LAL) de rata i ratolí (Figura 6 i 7). El múscul LAL va ser descrit com un model 
muscular ideal per realitzar estudis amb drogues o neurotoxines, degut a que es tracta d’un múscul 
subcutani (Angaut-Petit et al., 1987; Tomàs et al., 2000). En ser un múscul subcutani, les drogues o 
toxines injectades subcutàniament in vivo tenen accés directament a la superfície muscular i, per 
tant, a les terminacions nervioses i poden causar els seus efectes sobre les sinapsis neuromusculars. 
A més a més, aquest múscul és molt pla, constituït només per aproximadament 5-6 (5.25 ± 0.78) 
capes de cèl.lules, facilitant molt la difusió dels possibles agents injectats a totes les cèl.lules 
musculars. Degut a aquesta característica, és possible la manipulació histològica in toto (Tomàs et 
al., 2000). 
 
De la mateixa manera que el múscul LAL de ratolí descrit per Angaut-Petit et al., 1987, el 
LAL de rata és el múscul més superficial de l’àrea, i presenta una part craneal i una altra caudal 
(Figura 6). Les fibres de la regió craneal s’originen a les espines de la quarta vèrtebra cervical i es 
dirigeixen cap a la part anterior de la base del pavelló auricular, on s’inserten. Les fibres de la regió 
caudal s’extenen des de la quarta i la cinquena vèrtebra cervicals cap a la part posterior de la base 
del pavelló auricular). És habitual trobar aquesta porció separada de la craneal per una capa prima 
de teixit connectiu. La funció d’aquest múscul és el moviment de l’orella. És un múscul format per 
només fibres de contracció ràpida (Erzen et al., 2000). Tant la regió craneal com la caudal estan 
innervades per la branca auricular posterior del nervi facial que segueix una trajectòria paral.lela a 
la de l’artèria auricular posterior. Aquesta branca del nervi facial contacta amb el múscul a la regió 
caudal del mateix (Figura 6). La branca innervant del nervi facial passa per la superfície ventral del 
múscul, on es divideix en petites branques que es dispersaran per totes les fibres musculars. Encara 
que l’àrea muscular coberta per aquestes branques nervioses és molt extensa, generalment existeix 
una única zona d’innervació ben definida, que es localitza, aproximadament, en la meitat de l’espai 
que separa les dues insercions de les fibres musculars. La gran majoria de les terminacions 
nervioses motores, es troben sobre la superficie que contacta amb la pell, o sobre el perfil de les 











Figura 6. (1) Fotografia d’una rata de 8 dies de vida postnatal (P8) on es marca amb línies discontínues la 
localització del múscul Levator auris longus (LAL). Barra d’escala = 1cm. (2) Preparació histològica, 
impregnació argèntica de Gros-Bielschowsky, on es pot observar el múscul LAL sencer juntament amb la 
















Figura 7. (1) i (2) Tall transversal semifí d’un múscul LAL tenyit amb blau de metil.lè. Destaca la presència 
d’un nervi (N) entremig dels miòcits (M). Barra d’escala = 150µm (1) i 50µm (2). (3), (4) i (5): Imatges 
d’immunofluorescència del múscul LAL orientat longitudinalment obtingudes per projecció 3D de les 
imatges seqüencials obtingudes per un microscopi confocal. En (3) s’han marcat els axons amb un anticòs 
anti-neurofilament 200. En (4) els agrupaments d’AChRs van ser marcats fluorescentment amb α-
bungarotoxina conjugada a rodamina. En la imatge (5) s’observa la colocalització dels dos marcatges. Barra 





2.1.2.2. Arquitectura muscular i innervació del múscul Soleus 
 
Un segon model muscular utilitzat en determinades parts d’aquest estudi, va ser el múscul 
Soleus de rata i ratolí. Aquest segon model muscular, a diferència del primer model triat (el múscul 
LAL) és format bàsicament per fibres de contracció lenta (aproximadament el 88%). En aquest 
múscul s’ha comprovat que resultats obtinguts en el múscul esquelètic LAL també s’obtenien en 
Soleus malgrat les diferències entre ells. No s’ha realitzat un estudi comparatiu entre ambdós 
músculs. 
 
El múscul Soleus és un múscul voluminós i ample situat posteriorment al pla profund dels 
músculs posteriors de les extremitats inferiors dels animals, descendint des dels ossos de 
l’extremitat inferior fins al tendó d’Aquiles (Figura 8). Presenta dos feixos diferents, un que neix 
de la cara posterior del peroné mitjançant una làmina tendinosa gruixuda i resistent i mitjançant 
fibres aponeuròtiques i un segon que neix de la tíbia mitjançant una làmina tendinosa. Aquestes 
dues làmines tendinoses es fusionen en una sola i, de la seva unió resulta la formació d’un arc 
fibrós: l’arc tendinós del Soleus. La làmina tendinosa que resulta de la unió de les dues làmines 
inicials es divideix inferiorment en dues parts que es van estrenyent, separades per una profunda 
escotadura; dóna naixement a les fibres musculars en les seves dues cares, anterior i posterior. Es 
troba localitzada dins el múscul, d’aquí el nom aponeurosi intramuscular del Soleus. La major part 
de les fibres musculars neixen de la cara posterior de l’aponeurosis intramuscular, descendint en 
sentit convergent, fins a la làmina tendinosa terminal. Les fibres procedents de la cara anterior no 
arriben a la làmina tendinosa terminal, sino que acaben a una expansió d’aquest. La làmina 
tendinosa terminal s’uneix a la del múscul gastrocnemi donant lloc al tendó d’Aquiles (Hebel i 
Stromberg, 1986). 
 
El múscul Soleus està innervat pel nervi del Soleus, una branca del nervi tibial, sent aquest 
últim una branca del ciàtic. El nervi del Soleus descendeix verticalment anant en sentit anterior al 
cap lateral del gastrocnemi, i dividint-se en vàries branques que penetren dins el Soleus a prop i 
posteriorment del seu extrem superior, trobant-se l’àrea d’innervació aproximadament a la regió 












Figura 8. (1), (2) i (3): localització anatòmica del múscul Soleus. A la imatge (2) s’ha tallat el tendó 
d’Aquiles , deixant exposat al múscul Soleus, que podem veure individualitzat a la imatge (3). (4): múscul 
Soleus aïllat. Barra d’escala = 1 cm. (5), (6) i (7): Imatges d’immunofluorescència del múscul Soleus tallat 
longitudinalment obtingudes per projecció 3D de les imatges seqüencials obtingudes per un microscopi 
confocal. En (5) s’han marcat els axons amb un anticòs anti-neurofilament 200. En (6) els agrupaments 
d’AChRs van ser marcats fluorescentment amb α-bungarotoxina conjugada a rodamina. En la imatge (7) 
s’observa la colocalització dels dos marcatges. Barra d’escala = 10µm. 
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2.2. Medul.la espinal 
2.2.1. Justificació del model d’estudi 
 
Un segon model experimental triat, va ser la medul.la espinal. Concretament, la regió 
ventral de la medul.la espinal. Aquest segon model va ser triat degut a que és en aquesta regió de la 
medul.la espinal on s’hi troben els somes de les motoneurones que aniran a innervar a la 
musculatura esquelètica. Aquest model va ser utilitzat només en determinats casos, quan va ser 
necessari determinar si la localització exacta de determinats antígens no es limita únicament al 




La medul.la espinal, presenta la forma d’una tija cilíndrica de color blanquinós i un pes mig 
de 0.43 g en rates de 100 g de pes, 0.58 g en rates de 200 g, etc (Figura 9). Els somes neuronals o 
matèria gris, a diferència de a l’encèfal, es troba a la regió central, trobant-se la matèria blanca o 
fibres nervioses situades perifèricament. 
 
La medul.la espinal i la columna vertebral presenten la següent relació topogràfica: el 
primer segment toràcic acaba a la última vèrtebra cervical, el primer segment lumbar comença al 
final de la desena vèrtebra toràcica i l’últim segment lumbar acaba al terç craneal de la primera 
vèrtebra lumbar. La regió sacra s’exten de la primera a la tercera vèrtebra lumbar, i d’aquí la regió 
coccígea que arriba fins la quarta vèrtebra lumbar.  
 
La forma de la medul.la espinal és diferent en funció de la regió en que ens trobem, així, la 
medul.la espinal cervical presenta una forma elíptica en secció transversal, les parts toràciques i 
lumbars presenten una secció circular i la regió coccígea és sempre quadrada. De la mateixa 
manera, també varia en funció de la regió anatòmica la quantitat i disposició de la matèria gris 
medul.lar. 
 
Les motoneurones que innerven els músculs esquelètics es troben localitzades a la regió 
ventral de la medul.la espinal, existint una distribució topogràfica relativament específica de les 
motoneurones dins d’un mateix segment. Aquesta distribució topogràfica està determinada en 
funció dels músculs individuals i compartiments musculars que innerven (McHanwell i Biscoe, 
1981; Nicolopoulos-Stournaras i Iles, 1983; Iliya i Dum, 1984; Weeks i English, 1985; Peyronnard 
et al., 1986; Balice-Gordon i Thompson, 1988; Ishihara et al., 1995). Prenent com exemple els 
42 
segments lumbosacres de la medul.la espinal, les motoneurones que innerven els músculs de les 
extremitats inferiors es troben localitzades a la subregió retrodorsolateral de la regió ventral mentre 
que les motoneurones que innerven els músculs perineals es troben localitzades a la subregió dorsal 










Figura 9. (1), (2) i (3): fotografia d’una rata de 30 dies de vida postnatal (P30) on es pot observar la 
localització de la medul.la espinal (3). Barra d’escala = 1cm.  
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2.3. Cultius primaris de miotubs 
2.3.1. Justificació del model d’estudi 
 
Els cultius cel.lulars triats per aquest treball han estat cultius primaris de múscul esquelètic 
de ratolí. Els cultius cel.lulars ens permeten la realització, de forma ràpida i controlant les 
condicions experimentals, d’assajos simultanis i reproduïbles en el temps. L’ús de cultius primaris 
de miotubs ens ha permès comprovar la localització en ells de determinats antígens, ja que 




Els cultius primaris de miotubs han estat preparats al Laboratory of Developmental Biology 
(NICHD/NIH). Per a la realització d’aquests cultius, s’utilitzen els músculs de les extremitats 
inferiors de ratolins neonatals. Els músculs es disseccionen, es tallen i es digereixen utilitzant el 
Worthington Papain Kit (Worthington Biochemical Corp, Lakewood, NJ). Una vegada s’ha digerit 
el teixit, aquest es filtra amb un filtre de 70 µm de tamany de porus, es centrifuga a baixa velocitat, 
es descarta el sobrenedant i el precipitat es resuspèn en medi mínim essencial (MEM) que conté un 
10% de sèrum de caball i un 10% de sèrum de vedella. La suspensió cel.lular es plaqueja a una 
concentració de 0.5 x 106 cèl.lules/ml en plaques de Petri de 35 mm de diàmetre recobertes amb 
vitrogen i laminina. Transcorregudes 24 hores des de la sembra es canvia el medi de cultiu a medi 
MEM amb un 5% de sèrum de cavall. Els cultius es mantenen en un incubador a 37ºC i un 10% de 












Figura 10. Cultius primaris de miotubs. Les imatges han estat obtingudes amb un microscopi de contrast de 
fase. La imatge (1) ha estat obtinguda a 40X i la (2) a 60X. Barra d’escala = 25µm (1) i 40µm (2). 
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3. Metodologies utilitzades 
3.1. Obtenció de músculs esquelètics de rata i ratolí 
3.1.1. Anestèsia 
 
 Via intraperitoneal s’injecta als animals 1.5 ml de tribromoetanol (Sigma) per kg de pes 
corporal. A continuació es comprova l’efectivitat de l’anestèsia per la pèrdua de reflexes de l’animal 
(reflex plantar) i una vegada no es donen aquests, es procedeix a la seva manipulació. 
 
3.1.2. Extracció del múscul Levator Auris Longus (LAL) 
 
Una vegada morts i exanguinats els animals es fixen sobre una superfície de suro i es 
procedeix a la desinserció muscular. La dissecció del múscul és de difícil realització degut al seu 
petit gruix. Requereix la utilització d’una lupa estereoscòpica (objectiu de 1-6 augments) i 
manipulació microquirúrgica. En realitzar la dissecció, el múscul apareix immediatament després de 
tallar la pell que recobreix la zona dorsal del cap i del nas de l’animal (Figura 6). Després de retirar 
la pell, es procedeix a aïllar tot el paquet muscular entre la pell i la calota amb la finalitat de 
realitzar un abordatge al múscul per la seva part interior de forma que es puguin preservar intactes 
les seves insercions i el nervi entrant. Un cop aïllat aquest conjunt muscular es subjecta estirat 
adequadament mitjançant agulles entomològiques en plaques de Petri amb base de SilicexR plenes 
de solució salina (PBS). El paquet muscular s’orienta amb el LAL directament sobre la base de 
SilicexR. En aquesta posició es procedeix a retirar tots els músculs que queden per sobre del LAL. 
Una vegada aïllat el LAL es procedeix a l’eliminació del teixit connectiu que l’envolta. 
 
3.1.3. Extracció del múscul Soleus 
 
Una vegada mort i exanguinat l’animal es procedeix a la dissecció del múscul Soleus 
aixencant perpendicularment l’extremitat posterior de l’animal i fixant-la a un suport amb la 
finalitat de mantenir l’extremitat aixecada i facilitar l’extracció. 
 
En primer lloc es retira la pell que recobreix la part posterior de la pota de l’animal deixant 
exposat el tendó calcani o d’Aquiles. Es prodedeix a tallar aquest tendó i, una vegada tallat, s’estira 
amb precaució d’aquest, retirant tot el paquet muscular unit a ell (músculs Gastrocnemius i Soleus) 
(Figura 8). El múscul Soleus és el múscul més superficial que veiem en retirar aquest paquet 
muscular (Figura 8). 
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3.2. Obtenció de fibres musculars aïllades 
 
Amb la finalitat d’obtenir fibres musculars esqulètiques aïllades tant del terminal nerviós 




 Via intraperitoneal s’injecta als animals 1.5 ml de tribromoetanol (Sigma) per kg de pes 
corporal. A continuació es comprova l’efectivitat de l’anestèsia per la pèrdua de reflexes de l’animal 




Una vegada morts i exanguinats els animals es fixen sobre una superfície de suro i es 
procedeix a la dissecció del múscul triat (LAL o Soleus) com s’ha explicat al punt 3.1. El múscul es 
fixa mitjançant agulles entomològiques a la base de SilicexR d’una placa de Petri amb solució salina 
(PBS). Si es tracta del múscul Soleus, aquest es divideix en 3 parts. En el cas del múscul LAL, en 
ser un múscul extremadament prim no cal fer divisions, ja que la solució de col.lagenasa que es farà 
servir té un fàcil accés a tota la superfície del múscul. A continuació es procedeix a incubar el 
múscul amb una solució al 0.3% de col.lagenasa (Sigma) en PBS oxigenat durant 45 minuts a 37ºC, 
renovant la solució cada 15 minuts. Una vegada passats els 45 minuts, es realitzen 3 rentats de 5 
minuts amb PBS i amb una pipeta Pasteur, es separen les fibres musculars, obtenint d’aquesta 
manera les cèl.lules musculars aïllades. 
 
3.3. Denervació de músculs esquelètics de rata 
3.3.1. Anestèsia 
 
 Via intraperitoneal s’injecta als animals 1.5 ml de tribromoetanol (Sigma) per kg de pes 
corporal. A continuació es comprova l’efectivitat de l’anestèsia per la pèrdua de reflexes de l’animal 
(reflex plantar) i una vegada no es donen aquests, es procedeix a la seva manipulació. 
 
3.3.2. Denervació del múscul LAL 
 
En determinats casos es va procedir a la denervació del múscul LAL de rates Sprague 
Dawley adultes, sempre mantenint l’altre múscul LAL com a control. Per a la denervació completa 
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del múscul LAL els animals anestesiats es van col.locar sota una lupa estereoscòpica. Es realitza 
una incisió al pavelló auricular i s’identifica la branca auricular posterior del nervi facial. Sempre 
treballant sota la lupa estereoscòpica, es talla el nervi a pocs mil.límetres del punt d’entrada al 
múscul. La ferida es sutura i posteriorment, es comprova la denervació tant visualment observant 
que no existeix moviment del pavelló auricular com mitjançant la realització d’un electromiograma. 
Després de 12 dies de denervació es procedeix a l’extracció dels músculs. Els músculs no processats 
d’immediat es conserven a -80 ºC per a una utilització posterior. 
 
Durant el processament mitjançant immunohistoquímica a aquests LALs denervats també 
es va realitzar un control negatiu fent una detecció de la subunitat de 200 kDa dels neurofilaments, 
no observant-se cap axó innervant el múscul. 
 
3.3.3. Denervació del múscul Soleus 
 
 Per a la denervació del múscul Soleus es va realitzar una axotomia del nervi ciàtic d’una de 
les dues potes posteriors, mantenint l’altre com a control. Aquest nervi es ramifica en dos més: el 
peroneal que innerva als músculs anteriors Tibial Anterior i Extensor Digitorum Longus, i el tibial, 
que innerva als músculs posteriors Plantaris, Gastrocnemius i Soleus. Per tant, l’escissió del nervi 
ciàtic assegura la pèrdua d’innervació de tots aquests músculs. Als animals anestesiats els és 
realitzada una incisió a l’extremitat posterior a l’alçada del terç superior del fèmur. Es separen els 
paquets musculars de l’extremitat posterior fins la localització del nervi ciàtic, el qual es secciona 
completament. La petita ferida realitzada es sutura i es comprova la denervació visualment, 
observant que l’animal no és capaç de moure l’extremitat denervada correctament, observant-se un 
patró de moviment característic. Després de 12 dies de denervació es procedeix a l’extracció dels 
músculs. Els músculs no processats d’immediat es conserven a -80 ºC per a una utilització posterior. 
 
Quan aquests músculs denervats van ser processats mitjançant tècniques 
d’immunohistoquímica es va realitzar un control negatiu fent una detecció de la subunitat de 200 







3.4. Obtenció de la medul.la espinal  
3.4.1. Anestèsia 
 
 Via intraperitoneal s’injecta als animals 1.5 ml de tribromoetanol (Sigma) per kg de pes 
corporal. A continuació es comprova l’efectivitat de l’anestèsia per la pèrdua de reflexes de l’animal 
(reflex plantar) i una vegada no es donen aquests, es procedeix a la seva manipulació. 
 
3.4.2. Extracció i obtenció de la regió ventral de la medul.la espinal  
 
 Després de l’anestèsia de l’animal es procedeix a l’exanguinació d’aquest i es fixa sobre 
una superfície de suro. Es realitza una incisió en la regió dorsal de l’animal per poder accedir a la 
columna vertebral. Una vegada tenim la columna exposada es procedeix a l’extracció d’aquesta 
(Figura 9). Sempre amb molta precisió per tal de no lesionar la medul.la espinal es procedeix a 
tallar l’os de la columna, per tal d’extreure la medul.la de la caixa òssia on es troba localitzada 
(Figura 9). Una vegada aïllada la medul.la espinal es procedeix a la separació de la regió ventral i 
la dorsal, descartant aquesta última regió i seleccionant la regió ventral, ja que és en aquesta regió 
on es troben localitzades les neurones motores. 
 
3.5. Tractaments farmacològics  
 
 Als animals els hi van ser aplicats diferents tractaments farmacològics sobre la superfície 
externa del múscul LAL mitjançant injecció subcutània. Per a la realització d’aquests tractaments va 




 Via intraperitoneal s’injecta als animals 1.5 ml de tribromoetanol (Sigma) per kg de pes 
corporal. A continuació es comprova l’efectivitat de l’anestèsia per la pèrdua de reflexes de l’animal 




Una vegada l’animal està anestesiat es procedeix a la separació del teixit connectiu 
subdèrmic injectant subcutàniament a l’àrea anatòmica on es troba localitzat el múscul LAL de 25 a 
100 µl d’aire, en funció de l’edat de l’animal. D’aquesta manera, es va crear una butllofa d’aire ben 
48 
delimitada sobre la superfície externa del LAL. A continuació es va procedir a la injecció del 
fàrmac, administrat en solució salina (PBS) a una concentració d’acord al descrit respecte a l’acció 
biològica de la substància (Wallace, 1988; Kobayashi et al., 1989; Takahashi et al., 1990; Jia et al., 
1999; Lanuza et al., 2000; Lanuza et al., 2001). El volum de fàrmac injectat depèn de l’edat de 
l’animal (25-100 µl). Els animals van rebre una injecció diàriament des del dia 4 postnatal (P4) i els 
músculs van ser estudiats el dies 6, 8, 12, 14 i 30 postnatals (P6, P8, P12, P14 i P30 




 Per assegurar que les solucions injectades recobreixen completament la superfície del 
múscul LAL i que romanen al lloc com a mínim dues hores abans de ser reabsorbides pel sistema 
vascular, va ser injectat seguint el procediment anterior el marcador vital blau de metil.lè. 
Transcurregudes dues hores, els músculs es van disseccionar, i es van muntar amb glicerol, podent 
observar com el marcador encara és present i s’ha distribuït per tota la superfície muscular. 
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3.6. Obtenció d’extractes cel.lulars  
3.6.1. A partir de músculs esquelètics i medul.la espinal de rata i ratolí 
3.6.1.1. Obtenció de lisats totals 
 
Per a l’obtenció d’homogenats o lisats totals del teixit muscular, els músculs una vegada 
diseccionats, com s’ha explicat al punt 3.1, es renten en solució salina (PBS) i seguint la relació 1g 
de teixit fresc/5 ml de tampó s’homogenitzen en fred fent servir un tampó Tris 10 mM pH 7.3, amb 
EDTA 2 mM (Sigma), NaCl (Sigma) 150 mM, i els inhibidors de proteases Aprotinina (Sigma) 25 
µl/ml, Benzamidina (Sigma) 10 mM i Leupeptina (Sigma) 10 µl/ml. A continuació es procedeix a 
centrifugar a 6000g 10 minuts a 4ºC per separar els components de la matriu extracel.lular; el pellet 
es descarta, mentre que totes les proteïnes solubles i de membrana es recuperen al sobrenedant, que 
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3.6.1.2. Obtenció de membranes totals 
 
Per a l’obtenció de membranes totals, es parteix dels lisats cel.lulars totals, els quals són 
ultracentrifugats a 95000g durant 1hora a 4ºC. El sobrenedant s’aliquota i emmagatzema a –80ºC, i 
el pellet resultant, corresponent a les membranes totals es resuspèn amb el tampó utilitzat per 
homogenitzar el teixit, al qual se l’ha afegit un 1% de Tritó X-100 (Sigma). El volum de tampó 
utilitzat per resusprende oscil.la entre 150 i 300 µl, en funció del pellet obtingut.  
 
3.7. Valoració de la concentració de proteïnes 
 
 Per valorar la concentració de proteïnes s’han utilitzat dos mètodes: el DC Protein Assay de 
Bio Rad i el del BCA de Pierce. 
 
3.7.1. DC Protein Assay de Bio Rad 
 
El mètode DC (Detergent Compatible) Protein Assay de Bio Rad és un assaig colorimètric 
per determinar la concentració de proteïnes en mostres que s’han solubilitzat utilitzant detergents. 
La reacció que té lloc és similar a la que té lloc al mètode de Lowry (Lowry, 1951), però aquesta va 
ser modificada. Van ser seguides les instruccions del kit, i es va llegir la l’absorbància a 750 nm, 
mantenint-se aquesta estable durant 2 hores. Per a realitzar la recta patró es va utilitzar una solució 
d’albúmina sèrica bovina (BSA) diluïda al 0.2% (p/v) i 0.05% (p/v) acida sòdica. Tant de la patró 
com les mostres a quantificar van ser fetes rèpliques. 
 
3.7.2. BCA de Pierce 
 
En aquest mètode, les proteïnes en medi bàsic redueixen el Cu2+ a Cu+ (reacció de biuret) i 
es detecten per la generació d’un complex de color porpre que es forma entre un àtom de Cu+ i dues 
molècules d’àcid bicinconínic (BCA), que absorbeix a 562 nm. Per a realitzar la recta patró es va 
utilitzar una solució d’albúmina sèrica bovina (BSA) diluïda al 0.2% (p/v) i 0.05% (p/v) acida 
sòdica. Tant de la patró com les mostres a quantificar van ser fetes rèpliques. 
 
3.8. Electroforesi en gels de poliacrilamida (SDS-PAGE) 
 
 L’electroforesi en gel de poliacrilamida amb SDS (SDS-PAGE) és un dels sistemes més 
utilitzats en la separació de proteïnes segons la seva mida (Laemmli, 1970). Bàsicament, consisteix 
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en tractar la mostra amb un tampó que conté el detergent SDS (de l’anglès Sodium Dodecyl Sulfate), 
conferint així càrrega neta negativa a les proteïnes, mantenint constant la relació càrrega:massa, i 
separar-la en una matriu d’acrilamida/bisacrilamida per l’acció d’un camp elèctric. 
 
Les proteïnes totals dels lisats i membranes obtingudes als diferents assaigs s’han separat 
amb aquest tipus d’electroforesi, i, posteriorment s’han transferit a una membrana de PVDF 
(Amersham). Les mostres s’han corregut en paral.lel a uns estàndards de pes molecular pretenyits, 
els quals permeten fer un seguiment del procés de correguda i transferència de les proteïnes 
(SeeBluePlus2, Invitrogen). 
 
3.8.1. Preparació de les mostres 
 
De manera prèvia a l’electroforesi es preparen les mostres. Aquestes es descongelen, i es 
diluiexen amb el tampó de càrrega: Tris-HCl 0.2 M pH 8, blau de bromofenol 0.006% (Amersham), 
EDTA 0.1M (Sigma), sacarosa 40% (p/v) (Sigma), SDS 10% (p/v) (Sigma) i 2% de β-
mercaptoetanol (v/v) (Sigma). S’escalfen a 100ºC durant 2 minuts. La concentració final de proteïna 
total aplicada per carril va variar entre 15 i 100 µg en funció de la proteïna a detectar. 
 
3.8.2. Preparació del gel i electroforesi 
 
En aquest tipus d’electroforesi s’utilitzen dues classes de gels, amb diferent concentració 
d’acrilamida: el concentrador (amb matriu més laxa) i el separador. El primer alinea les proteïnes a 
l’inici del segon, i aquest últim les separa segons la seva mida.  
Una vegada muntats els vidres de suport dels gels, s’aboca el gel separador preparat 
prèviament. La interfase gel-aire es cobreix afegint uns microlitres d’aigua per facilitar la 
polimerització d’aquest. La concentració d’acrilamida del gel separador pot variar en funció del pes 
molecular de les proteïnes a detectar (generalment es treballa a concentracions entre 7 i 15%). Un 
cop el gel separador ha polimeritzat, s’elimina l’aigua, s’afegeix el gel concentrador i es col.loca 
una pinta per a la formació dels carrils. 
 
Els gels polimeritzats es col.loquen a la cubeta del sistema amb tampó d’eletroforesi: Tris-
Base 25 mM, Glicina 191.8 mM (Sigma), SDS al 10% (p/v) (Sigma), es treu la pinta i es carreguen 
les mostres que havien estat preparades prèviament. La cubeta es tapa i es connecta a una font 
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d’alimentació. Amb un voltatge constant de 125 V, les proteïnes triguen sobre 1-1.5 hores en 
separar-se. 
 
3.9. Western Blot 
 
 Mitjançant aquesta tècnica, les proteïnes es transfereixen electroforèticament a una 
membrana, mantenint la seva resolució de bandes. L’assaig es pot dividir en dues fases clarament 




Acabada l’electroforesi, i un cop separat i descartat el gel concentrador, el gel separador es 
summergeix en tampó de transferència: Tris-Base 25 mM pH 8.3, glicina 191.8 mM (Sigma) i 
metanol al 20% (Sigma). La membrana de PVDF, s’activa amb metanol, s’hidrata amb aigua 
bidestil.lada i també s’equilibra amb tampó de transferència. A continuació es prepara un sandwich 
amb el següent ordre de components des de la cara negativa del cassette de transferència: 1 esponja 
tipus Scotch Brite, 1 paper de filtre absorbent (Bio Rad), el gel separador i la membrana (evitant la 
formació de bombolles) i, un altre cop, 1 paper de filtre absorbent i 1 esponja tipus Scotch Brite. Es 
tanca el cassette i es col.loca a la cubeta amb tampó de transferència. Es connecta a una font 
d’alimentació a un voltatge constant de 170 mA durant una hora evitant sempre el 
sobreescalfament. La transferència de l’estàndard a la membrana ens indica una correcta 




En aquesta segona fase, podem distingir tres processos principals, blocatge de la membrana, 
incubació amb els anticossos i detecció, separats per dos processos de rentat. 
 
Un cop s’han transferit les proteïnes a la membrana, es procedeix al blocatge d’aquesta tota 
la nit a 4ºC amb una solució poteïca formada per TBS, llet desnatada al 10% (p/v) (Bio Rad) i 
Tween 20 al 0.05% (v/v) (Sigma). Posteriorment, s’el.limina la solució de blocatge i s’incuba la 
membrana amb la solució de l’anticós primari (diluït en solució de blocatge), 2 hores a temperatura 
ambient en agitació o tota la nit a 4ºC. Es renta la membrana durant 1 hora (20minuts/rentat) amb 
tampó de rentat: TBS amb Tween 20 al 0.1% (v/v) i es procedeix a incubar amb l’anticós secundari 
marcat amb peroxidasa de rave (HRP de l’anglès Horseradish Peroxidase) (diluït també aquest en 
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solució de blocatge) que s’acomplexa amb l’anticós primari. Aquesta incubació es realitza a 
temperatura ambient durant 45 minuts. Es renta la membrana de la mateixa manera que entre la 
incubació amb l’anticós primari i el secundari i es procedeix a la detecció immunològica fent servir 





3.10. Tècniques fluorescents d’immunohistoquímica 
 
Amb la finalitat de conèixer la localització exacta de diferents proteïnes implicades en 
l’eliminació sinàptica i de visualitzar les sinapsis en els músculs s’han fet servir tècniques 
fluorescents d’immunohistoquímica.  
 
Aquestes tècniques s’han realitzat per immersió i amb el múscul in toto en el cas del múscul 
LAL, degut a que en presentar un gruix petit no és necessari realitzar una microtomia. En el cas del 
múscul Soleus i la medul.la espinal les immunohistoquímiques van ser realitzades directament sobre 






































































3.10.1. A múscul esquelètic de rata i ratolí  
3.10.1.1. Per immersió 
 
Quan s’ha treballat amb el múscul LAL, aquest, una vegada disseccionat com s’ha explicat 
a l’apartat 3.1, es subjecta estirat adequadament mitjançant agulles entomològiques en plaques de 
Petri amb base de SilicexR plenes de solució salina. A continuació es fixa el múscul amb 
paraformaldehid al 2% (p/v) en PBS durant 30 minuts a temperatura ambient, es renta durant 30 
minuts amb PBS (10minuts/rentat) i s’incuba amb una solució de glicina 0.1M en PBS durant 30 
minuts a temperatura ambient amb la fi d’acabar d’aturar l’acció del paraformaldehid, blocant els 
grups aldehid que hagin pogut quedar al teixit, i així, disminuir el soroll de fons. Després de rentar 
durant 30 minuts amb PBS, es tallen els músculs de les seves insercions i es pre-incuben amb sèrum 
normal de cabra (NGS) (Sigma) al 5% en PBS per blocar les unions inespecífiques d’anticossos. En 
el cas que fos necessari, les membranes cel.lulars es permeabilitzen amb Tritó X-100 entre el 0.1 i 
el 0.5% dissolt en PBS (en funció de l’antígen a analitzar). Arribats a aquest punt, el teixit s’incuba 
durant tota la nit a 4ºC amb els anticossos primaris dissolts en NGS-Tritó X-100. A continuació, es 
renta 3 vegades durant 10 minuts amb NGS al 5% en PBS. Finalment, el teixit s’incuba amb els 
anticossos secundaris apropiats conjugats a un fluorocrom (veure taula 3 per veure els colors). En el 
cas de la detecció de l’antígen PAR-1, va ser necessària la utilització del sistema d’amplificació del 
senyal obtingut Alexa Fluor® 488 Signal-Amplification Kit for Fluorescein- and Oregon Green® 
Dye–Conjugated Probes (Molecular Probes).  
 
En alguns casos, els nuclis dels miòcits i altres cèl.lules van ser tenyits fent una darrera 
incubació amb Hoesch H33342 (Calbiochem) diluit 1:200 en PBS durant 1 hora a 37ºC. 
 
Per detectar els AChRs postsinàptics, aquests van ser marcats amb α-bungarotoxina lligada 
a rodamina o fluoresceina (Molecular Probes) mitjançant tècniques de marcatge fluorescent in vivo. 
L’α-bungarotoxina és un antagonista dels receptors d’acetilcolina nicotínics i s’uneix a ells amb una 
alta afinitat i de forma irreversible. Trenta minuts abans dels seu sacrifici, els animals van ser 
injectats subcutàniament amb 50µl de α-bungarotoxina conjugada a rodamina a una concentració de 
5 µg/ml.  
 
Un cop finalitzat el marcatge, els músculs es renten 3 vegades durant 10 minuts amb NGS 
al 5% en PBS i van ser muntats amb Mowiol (Calbiochem) contenint un 0.1% de p-fenilenodiamina 
(Sigma) per retardar la fotodecoloració de la fluorescència. 
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3.10.1.2.  Sobre portaobjectes 
 
En el cas del múscul Soleus, després de la seva disseció i fixació amb paraformaldehid al 
4%, es generen crioseccions longitudinals de 10 µm. Aquestes crioseccions es recullen en 
portaobjectes Optiplus Barrier de Biogenex per a la realització d’immunohistoquímiques, i 
s’emmagatzemen a –20ºC per la seva posterior utilització. El protocol que es segueix a continuació 
és el mateix que el que s’ha explicat anteriorment, pero les incubacions es realitzen sempre sobre el 
portaobjectes. 
 
3.10.2. A medul.la espinal de ratolí  
3.10.2.1.  Sobre portaobjectes 
 
Amb la medul.la espinal sempre s’ha treballat sobre portaobjectes. La medul.la espinal una 
vegada diseccionada com s’explica al punt 3.4 es fixa amb paraformaldehid al 4% i es generen 
crioseccions transeversals de 10 µm. Aquestes crioseccions es recullen en portaobjectes Optiplus 
Barrier de Biogenex i es procedeix de la mateixa manera que pel múscul esquelètic. 
 






































































































































































































































































3.11. Microscòpia confocal 
 
Els teixits marcats es visualitzen amb un microscopi de fluorescència Polivar 2 (Reichert-
Jung) equipat amb filtres adeqüats per la observació de la fluorescència (tant de la fluoresceína o 
Alexa-488 com de la rodamina o Alexa-546) i amb un microscopi confocal Leica TCS 4D (Leica 
Laser Technik), adaptat a un microscopi de fluorescència invertit Leitz (Leitz DMIRB) i equipat 
amb un làser d’argó-criptó. 
 
El microscopi confocal proporciona els següents avantatges respecte al microscopi de 
fluorescència convencional: (1) discrimina la llum que no prové del pla focal, obtenint d’aquesta 
manera imatges més definides, (2) possibilita fer un escombrat de la mostra, no només als eixos X-
Y, sinó també a l’eix Z, generant així seccions òptiques a través d’una mostra tridimensional i, (3) 
aquestes seccions són digitalitzades i enregistrades, podent ser generades reconstruccions 
tridimensionals. 
 
La llum emesa pels dos colorants es detecta simultàniament en un fotomultiplicador per 
cada colorant i es van seleccionar filtres per seleccionar cada emisió. La potència d’emisió del làser 
i els fotomultiplicadors van ser ajustats per tal d’eliminar qualsevol senyal en el canal vermell 
durant l’excitació a 488 nm. Les imatges van ser captades amb un objectiu d’immersió 63X (Leitz 
Plan Apochromatic objective) amb una obertura numèrica d’1.4. Van ser captades seccions x, y en 
la direcció z a través de la mostra utilitzant una platina d’alta resolució en el pla z i les projeccions 
tridimensionals de les seccions x, y van ser reconstruïdes en una estació Silicon utilitzant el 
programa Imaris (VP Bitplane). 
 
A més a més de la colocalització visual de les imatges doble i triplement marcades (axons i 
AChRs, ThR i AChRs, ThR i miogenina o MyoD, i ThR i miogenina o MyoD i Hoescht,....) va ser 
utilitzat el programa de colocalització Colocalization 1.2 (Bitplane AG) que proporciona una imatge 
dels punts colocalitzats. 
 
3.12. Anàlisi morfològic i morfomètric 
 
Es va realitzar una anàlisi morfològica dels agregats d’AChRs tant en diferents situacions 
per tal de determinar l’efecte de la modificació de l’activitat de la proteïna quinasa C així com en 
ratolins KO en PKC θ sobre la distribució dels AChRs en la placa sinàptica. Particularment, es va 
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estudiar el grau de maduresa dels agregats d’AChRs in vivo durant el període postnatal en el que 
s’esdevé el fenomen de l’eliminació sinàptica. Amb aquesta finalitat i seguint criteris iniciats per 
altres investigadors (Steinbach, 1981; Slater, 1982a, b; Bewick et al., 1996) es van definir sis 
estadis: 
 
M1: Van ser classificats com M1 tots els agregats corresponents a una placa de forma oval i 
uniforme en densitat d’AChRs. S’observa una porositat uniformement distribuïda dins la placa. 
 
M2: La placa s’ha anat elongant i comencen a aparèixer zones no tan homogènies en la densitat 
d’AChRs. L’augment de densitat d’AChR apareix localitzat en línies estretes dins la placa. 
 
M3: Placa oval en la que ja apareixen zones sense receptors: “forats”. Aquestes zones lliures de 
receptors no estan innervades. 
 
M4: La placa oval s’ha transformat, seguint ara un patró de branques, amb zones d’alta i baixa 
densitat de receptors. Els “forats” acostumen a estar recoberts de línies riques en AChRs. 
 
M5: Patró de branques millor definit amb regions amb alta, baixa i nul.la densitat de AChRs. Les 
regions amb alta densitat, estan en contacte amb branques terminals d’axons, mentre que hi ha 
regions no innervades. 
 
M6: Patró discontinu d’AChRs, que segueix un patró de branques fragmentades. 
 
Així mateix, es va fer una anàlisi morfomètrica de les plaques motores postsinàptiques 
marcades amb rodamina conjugada a α-bungarotoxina . Van ser visualitzades amb un microscopi 
Nikon i captades les imatges amb una càmara CCD (EGG Wallace LSR, U.K.). Aquestes imatges 
van ser analitzades amb el programa d’anàlisi d’imatge Visilog (Noesis, França). L’àrea i el 
perímetre van ser mesurats tant en animals controls com en tractats, i en els KO i els controls. 
 
Es va determinar el grau d’innervació polineural després de diferents tractaments i en 
ratolins knock outs i controls. Van ser contats el nombre d’axons que innerven cada placa motora. 
Donada la dificultat de determinar el nombre total d’axons innervant una mateixa sinapsi quan 
aquest és superior a tres, les unions neuromusculars van ser classificades en tres grups: 
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monoinnervades, doblement innervades i poliinnervades quan convergeixen tres o més axons a la 
mateixa sinapsi. 
 
En els controls va ser determinada la morfologia dels agregats d’AChRs i el nombre 
d’axons per sinapsi al llarg del primer mes de vida postnatal, especialment durant les dues primeres 
setmanes. També van ser realitzats experiments de control en animals que havien rebut injeccions 
subcutànies de PBS sobre el LAL. Les injeccions de PBS es van fer diàriament des del quart dia de 
vida postnatal, i els animals van ser sacrificats el dia sis, vuit i dotze. No van ser trobades 
diferències entre músculs tractats i no tractats amb PBS, ni en morfologia dels agregats d’AChRs, ni 
en nombre d’axons per sinapsi, el que ens indica que el procediment d’injecció no està induïnt 
canvis per si mateix.  
 
Degut a que les drogues injectades poden produïr reaccions inflamatòries o d’altres 
reaccions tòxiques, es van tenyir amb blau de toluidina al 0.5% músculs control i músculs tractats, i 
no va ser observat cap signe histopatològic de lesió muscular o regeneració. També es van fer 
preparacions histològiques permanents (tres músculs per cada edat i condicions experimentals), talls 
semifins d’un µm de gruix. Cap signe de patologia muscular (hemorràgia, necrosi, o signes de 
regeneració) va ser observat en aquestes preparacions. L’àrea i el diàmetre de les fibres musculars 
van ser analitzats fent servir una MOP-Videoplan Kontron 2000 connectada a una càmara de video 
en color. Tampoc van ser detectades diferències entre fibres controls i fibres tractades. Per tant, 
podem asegurar que les drogues aplicades no produeixen cap reacció tòxica. 
 
 En el cas de PAR-1 es va realitzar una anàlisi quantitativa del grau de colocalització del 




Les dades obtingudes van ser processades mitjançant el paquet estadístic SPSS (Statistical 
Package for the Social Sciences). Va ser realitzat un primer tractament descriptiu, calculant els 
principals índexs estadístics que permeten descriure la distribució d’una variable: la mitjana, la 
desviació i error estàndard i el nombre de casos. Les dades van passar un test de normalitat (test de 
Shapiro-Wilkes). Es van testar les diferències estadístiques entre grups fent servir el t-test o el U-
test de Mann-Whitney en el cas de les variables quantitatives. Per comparar percentatges, es va fer 
servir el test de la Chi cuadrat. El criteri de significació va ser fixat en p<0.05. Les dades es 
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presenten en tot el treball com la mitjana ± Desviació Estàndard. Per cada dia i serie estudiada van 

































1. Canvis morfològics i maduració dels agregats d’AChRs sinàptics durant el període 
d’eliminació sinàptica 
 
Durant els primers dies de vida postnatal, la placa motora és una estructura dinàmica en canvi 
constant: a nivell presinàptic és dóna el procés fisiològic d’eliminació sinàptica, i simultàniament, a 
nivell postsinàptic, té lloc una maduració dels agrupaments de receptors d’acetilcolina postsinàptics. 
Aquests canvis els podem observar mitjançant el microscopi de fluorescència visualitzant les fibres 
nervioses i els receptors del neurotransmissor en músculs no tractats d’animals control.  
 
Es va trobar que en néixer, aproximadament totes les NMJs es troben innervades per més 
d’un axó. Durant el primer mes de vida postnatal, la major part de les NMJs passen a ser 
monoinnervades i els agrupaments d'AChRs morfològicament madurs. Procés que es dóna en 
paral.lel (Figura 11A-C). 
 
A mesura que la placa motora va madurant, els agregats o agrupaments d’AChRs van 
canviant de forma, passant de la morfologia uniformement difosa que es troba al naixement (M1, 
Figura 12) a una totalment madura que segueix un patró de branques fragmentades (M6, Figura 
12). Aquests canvis en la distribució dels receptors transformen la placa uniforme i amb forma 
ovalada que es troba majoritàriament al naixement en una placa molt més allargada amb petites 
zones on la densitat d’AChRs és molt baixa i en molts casos inexistents (M3, Figura 12). En 
animals d’un mes de vida, més del 80% de les unions neuromusculars segueixen el patró morfològic 













Figura 11. Poliinnervació neonatal a les unions neuromusculars de múscul LAL de rata. A, B i C mostren 
plaques motores d’un animal de 6 dies de vida postnatal innervades per un, dos i tres terminals axònics 
respectivament. Els axons van ser marcats amb un anticòs anti neurofilament-200 i els AChRs amb rodamina 
conjugada a α-bungarotoxina. A la Figura D es va marcar el terminal nerviós amb un anticòs anti 
sinaptofisina i els AChRs amb rodamina conjugada a α-bungarotoxina. La sinaptofisina es localitza per sobre 
els AChRs. Són de destacar els tres “forats” no fluorescents, els quals no estan innervats. El muntatge mostra 
la imatge composta dels components pre i post sinàptics. Barra d’escala = 10 µm. 
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  La distribució d’aquests graus de maduració dels agrupaments dels AChRs coincideix amb 
les etapes finals de l’eliminació de la innervació polineuronal en múscul LAL (Lanuza et al. 2001). 
El creixement de l’animal continua durant setmanes i, en molts terminals d’aquest múscul (98.1 ± 
3.6%), el creixement intercalar de l’axó produeix finalment el patró discontinu de zones 




Figura 12. Morfologies d’agrupaments sinàptics d’AChRs a les unions neuromusculars de múscul LAL de 
rata que es troben des del naixement fins l’adult. Els AChRs van ser marcats amb rodamina conjugada a α-
bungarotoxina. Els agrupaments de AChRs postsinàptics s’han classificat dintre de 6 tipus diferents: de M1 a 
M6 segons el grau creixent de maduració morfològica. Barra d’escala = 10 µm. 
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La Figura 13 mostra el curs de la maduració morfològica dels agrupaments sinàptics 
d'AChRs i aquesta coincideix totalment amb l’avaluació electrofisiològica feta per Santafé et al., 
2001. Entre 4 i 12 dies, la major part de les fibres musculars van passar d'estar poliinnervades a 
estar monoinnervades. A més, la distribució dels diferents tipus morfològics també va canviar 
significativament durant el període de P4 a P12 (p<0.05, test de la Chi2). Entre els dies 4 i 8 
postnatals (P4 i P8), els agrupaments d'AChRs molt immadurs (tipus morfològic M1) van 
desapareixent (hi ha una caiguda de més del 50% entre P4 i P6) mentre que les morfologies més 
madures M2 i M3 van incrementant. Abans del dia postnatal 8, no s’observa cap morfologia madura 
(tipus morfològic M4 o M5). Durant la segona meitat del període considerat (de P8 a P12), la 
freqüència del tipus M2 comença a disminuir dràsticament i la forma M4 comença a aparèixer per 
primera vegada. Trobem que el percentatge dels diferents tipus morfològics és diferent en cada dia 
d’observació (p<0.05, test de la F de Fischer), a excepció del percentatge del tipus morfològic M1, 





Figura 13. Maduració dels agrupaments sinàptics d’AChRs durant el període d’eliminació sinàptica. 
Percentatges dels agrupaments de AChRs del tipus M1 a M5 els dies 4, 6, 8, 12 i 30. També es representa la 
poliinnervació en múscul LAL de rata neonatal control (----). Els percentatges dels agrupaments de AChRs 
són diferents als diferents dies (* p<0.05, ** p<0.005, test de Fischer). 
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Un clar senyal de la pèrdua o redistribució d'AChRs a la placa motora durant la maduració 
d’aquesta és l’aparició en el seu interior d’àrees no fluorescents o “forats”. Segons la nostra 
classificació, aquests tipus d’agregats corresponen al tipus morfològic M3.  A la Figura 14 s’ha 
representat el percentatge d’agregats sinàptics d'AChRs, amb morfologies iguals o més madures que 
M3 respecte a la mitjana del nombre d’axons per sinapsi. Les dades mostren que la reducció 
d’axons més gran es va donar fins al dia postnatal 6 i és prèvia a l’aparició als agregats sinàptics de 
les àrees no fluorescents (el dia postnatal 4, hi ha el 0.4% ± 0.1 de les sinapsis amb “forats” i el 3% 
± 0.7 el dia 6). De fet, el dia postnatal 6 només es va trobar una morfologia igual o més madura que 
el tipus morfològic M2 al 32% de les fibres musculars sent el 50% de les fibres musculars 
monoinnervades (ja havien patit la pèrdua mínima d’un axó), fet que ens està indicant que existeix 
una pèrdua axonal prèvia a la detecció de la pèrdua o reorganització de receptors d’AChRs. A la 
Figura 11 s’observa una sinapsi pertanyent a un múscul del dia 6 de vida postnatal que ja ha patit 
l’eliminació axonal sense pèrdua aparent d'AChRs. D’altra banda, al dia postnatal 8 s’observa un 
gran increment d’àrees no fluorescents o “forats” (increment altament significatiu, p<0.001) a les 
plaques motores i un petit canvi en el nombre d’axons per sinapsi (la diferència entre P6 i P8 va ser 
no significativa, p=0.23). Hem d’indicar, no obstant, que es dóna una pèrdua d’axons significativa 
en fibres musculars innervades per més de dos axons, donant lloc a un increment en els doblement 
innervats sense afectar significativament la mitjana del nombre d’axons innervants (Lanuza et al. 
2001). 
 
En definitiva, durant el desenvolupament normal, la pèrdua d’axons innervants pot precedir 
a l’eliminació o redistribució d'AChRs als llocs sinàptics, encara que entre els dies postnatals 6 i 8 
es dóna una petita reducció axonal en paral.lel a una important eliminació d’AChRs. Això ens està 
indicant una certa interdependència entre la redistribució a la membrana postsinàptica d'AChRs i la 
retracció axonal, encara que la redistribució d'AChRs podria ser una conseqüència de la inicial 
pèrdua axonal que es dóna als primers dies postnatals (0-6 dies). Un fet a destacar és que entre els 
dies postnatals 4 i 8, és molt habitual observar les plaques amb morfologies del tipus M2-M3 rebent 












Figura 14. Maduració dels agrupaments sinàptics d’AChRs durant el període d’eliminació sinàptica. 
Percentatge d’agrupaments de AChRs mostrant pèrdua o redistribució de receptors (existència de “forats” en 
morfologies M ≥ 3) versus la mitjana del nombre d’axons per sinapsi. 
 
 
2. Paper de la trombina i el seu receptor PAR-1 en el procés de maduració de les unions 
neuromusculars 
 
2.1. El procés de maduració de les unions neuromusculars està mediat pel receptor de la 
trombina PAR-1 
 
 Com a resultat d’un treball anteriorment realitzat al nostre laboratori (Lanuza et al., 2001) 
es va trobar que el procés fisiològic d’eliminació sinàptica en múscul in vivo de rata neonatal 
s’accelerava en el temps en aplicar la serin proteasa trombina i es blocava després de 
l’administració d’hirudina, un inhibidor d’aquesta. Donats aquests resultats, es va suggerir que el 
procés d’eliminació sinàptica postnatal podria ser el resultat de l’activació d’una cascada de 
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transducció de senyals iniciada per l’activació del receptor de la trombina que estaria present a 
l’àrea sinàptica. Es va seleccionar el dia 6 de vida postnatal per determinar l’acció efectuada per la 
trombina a través del seu receptor PAR-1 així com la presència i localització de PAR-1 en el teixit 
muscular. La selecció concreta d’aquest dia va ser deguda a que és el dia que es troba just al mig del 
període on l’acció de la trombina va quedar millor definida i, a més a més, és el dia de vida 
postnatal on la meitat de les unions neuromusculars ja es troben monoinervades (Lanuza et al., 
2001), és a dir, ja s’ha donat el 50% de l’eliminació sinàptica fisiològica postnatal. 
 
 Per comprovar la nostra hipòtesi, es van administrar directament sobre músculs LAL 
d’animals de 4 dies d’edat 2 pèptids sintètics de 14 aminoàcids. SFLL, un potent agonista de PAR-1 
i FSLL, un pèptid inactiu per aquest receptor (Vu et al., 1991). Quan es va administrar SFLL, 
l’agonista de PAR-1, es va observar un efecte dosi dependent tant en el procés d’eliminació 
sinàptica com en la maduració dels agrupaments dels AChRs (Figura 15). L’activació de PAR-1 va 
produïr una acceleració de la maduració de les unions neuromusculars, tant a nivell pre- com 
postsinàptic. A nivell postsinàptic, l’activació de PAR-1 va modificar el grau de maduració dels 
agrupaments de receptors d’AChRs. Els agrupaments van mostrar predominantment una morfologia 
amb àrees lliures de fluorescència (M3, Figura 12), és a dir, àrees lliures de receptors, fet que ens 
està indicant que ha tingut lloc una redistribució madurativa d’aquests. Aquesta redistribució va ser 
17 vegades superior que la trobada en músculs control (p<0.0005). Quan es va fer  l’estudi 
presinàptic de la maduració de les NMJs de músculs d’animals P6 control i tractats amb SFLL, es 
va trobar una disminució del nombre de NMJ innervades per 3 ó més axons en paral.lel a un 
increment de les NMJs doblement innervades als animals tractats (p<0.01). D’altra banda, el 
tractament amb hirudina a la dosi prèviament testada com efectiva (Lanuza et al., 2001) va blocar 
tant la maduració dels agrupaments de receptors colinèrgics postsinàptics com l’eliminació sinàptica  
(Figura 15). En altres músculs es va administrar la mateixa concentració del pèptid inactiu FSLL 
que les administrades d’SFLL, i no es va trobar cap diferència significativa respecte als músculs 
control no tractats. Els animals control van rebre injeccions subcutànies de PBS sobre la superfície 
del múscul LAL, i no es va trobar cap diferència amb músculs control no injectats, ni respecte a la 
morfologia dels agrupaments de AChRs ni en el nombre d’axons per NMJ, fet que ens està indicant 








Figura 15. Canvis en la maduració dels agrupaments sinàptics d’AChRs (A) i en la innervació polineuronal 
(B) induïda pel pèptid de 14 aminoàcids SFLL, potent agonista específic del receptor de la trombina; FSLL, 
pèptid inactiu; i hirudina, inhibidora específica de la trombina en animals de 6 dies de vida postnatal. 
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A la Figura 16 podem veure imatges de microscòpia confocal d’unions neuromusculars 
d’animals de 6 dies, una d’un animal control i altre d’un animal tractat amb SFLL. Podem observar 
com la unió neuromuscular control es troba en un estat de maduració altament immadur 
(agrupaments d’AChRs amb morfologia M1 i innervada per 3 axons) a diferència de la de l’animal 
tractat amb SFLL on ja s’han perdut alguns axons, i als agrupaments d’AChRs ja apareixen 




Figura 16. Unions neuromusculars d’animals de 6 dies de vida postnatal control i tractats amb SFLL, potent 
agonista de PAR-1. Els receptors d’acetilcolina es van marcar amb α-bungarotoxina conjugada a rodamina i 
els axons amb un anticós anti la subunitat de 200 kDa dels neurofilaments.  Les imatges presentades són 
representatives dels grups control i tractat amb SFLL. Es pot observar com la unió neuromuscular de l’animal 
control és molt immadura, estant innervada per tres axons i presentant l’agrupament d’AChRs una morfologia 
M1. La unió neuromuscular de l’animal tractat amb SFLL es troba innervada per dos axons i l’agrupament 
d’AChRs postsinàptics ja presenta un patró de branques, observant-se “forats”. Cal destacar que un dels dos 
axons presenta un diàmetre molt petit, fet que ens podria indicar que es troba en procés de retracció. Barra 
d’escala = 10 µm. 
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2.2. Expressió i localització del receptor de la trombina PAR-l al múscul esquelètic 
 
Per determinar la presència del receptor de la trombina (PAR-1) al múscul LAL i abans 
d’analitzar la seva localització exacta i els canvis que pugui patir durant el desenvolupament es va 
testar un anticós anti-PAR-1 en western blots d’homogenat de múscul LAL d’animals controls de 6 
dies de vida postnatal (Figura 17). L’anticós va reaccionar amb una banda de 64.4 kDa, coincidint 
amb el pes molecular de PAR-1.  
 
                     
 
Figura 17. Expressió del receptor de la trombina PAR-1 en la fracció de membrana d’homogenats de múscul 
LAL. Els músculs van ser aïllats d’animals de 6 dies de vida postnatal. El senyal positiu per l’anticós anti-
PAR-1 (banda de 64.4 kDa al carril 1) demostra l’existència de PAR-1. Al carril 2 es va preincubar l’anticós 
amb el seu pèptid de blocatge. La manca de senyal demostra l’especificitat d’aquest anticós. 
 
 
Estudis d’immunofluorescència van permetre determinar la distribució espaial de PAR-1 al 
múscul esquelètic durant el periode d’eliminació sinàptica. En concret, es va intentar identificar en 
quin tipus cel.lular es trobava PAR-1 (miòcits, cèl.lules de Schwann o terminal nerviós). 
Inicialment, l’anàlisi amb el microscopi làser confocal va mostrar tres patrons d’immunoreactivitat 
(Figura 18 i Figura 19). Es va detectar un marcatge intens i uniforme en punts fusiformes molt ben 
delimitats, i regularment espaiats al llarg de la fibra muscular (Figura 18). Degut a la morfologia, 
mida i localització, aquesta immunoreactivitat podria indicar l’existència del receptor de la trombina 
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a les cèl.lules satèl.lits de la fibra muscular. Van ser processats músculs LAL per la detecció 
simultània de PAR-1 i miogenina o MyoD1, dos factors de transcripció que s’expressen en aquestes 
cèl.lules i es va veure que els punts fusiformes positius per PAR-1 colocalitzen tant amb la 
miogenina com amb MyoD1 (Figura 18). Aquesta colocalització ens està indicant que aquests 
punts fusiformes positius per PAR-1 corresponen a cèl.lules satèl.lits, cèl.lules identificades amb 
marcadors mioblàstics. A més a més, aquests punts positius per PAR-1 sempre inclouen un nucli 
(detectat amb Hoechst 33342). Tanmateix, es va observar a la banda neural dels músculs, un patró 
de marcatge corresponent  a unes àrees finament puntejades (aparentment una per cèl.lula muscular) 
més grans que la marca corresponent a cèl.lules satèl.lits. Aquestes àrees colocalitzaven amb els 
AChRs indicant la presència específica de PAR-1 a les unions neuromusculars (Figura 19). Cal 
destacar que les regions de les unions neuromusculars lliures de receptors (forats aneurals dins dels 
agrupaments de receptors d’AChRs) no són necessàriament no reactives amb PAR-1 (Figura 19) i 
que la marca de PAR-1 s’extèn més enllà de l’àrea ocupada pels agrupaments d’AChRs. 
 
Finalment, a més a més de la marca forta en localitzacions particulars (cèl.lules satèl.lits i 
unions neuromusculars), a totes les edats estudiades es va observar un marcatge feble i difús per tota 
la cèl.lula muscular (Figura 18 i Figura 19). Encara que aquest marcatge feble i difús podria 
correspondre a una marca inespecífica de l’anticós, no va ser observat als controls negatius, fet que 
ens fa pensar que no es tracta d’una marca inespecífica. En cada experiment, al menys un múscul va 
ser incubat en absència d’anticós com a control negatiu. A més a més, quan l’anticós anti-PAR-1 va 
ser preincubat amb el pèptid blocant de PAR-1 no va ser detectada cap mena de marca al teixits 














      
 
Figura 18. Immunolocalització del receptor de la trombina PAR-1 a les cèl.lules satèl.lits: a les imatges 
obtingudes amb el microscopi confocal es mostra la immunoreactivitat positiva de la miogenina (A i B), 
MyoD1 (C): totes dues proteïnes marcadors de cèl.lules satèl.lits i PAR-1 (A’, B’ i C’) en múscul LAL 
d’animals de 6 dies de vida postnatal. L’anticós anti-PAR-1 preincubat amb el seu pèptid PAR-1 no va ser 







Figura 19. Immunolocalització del receptor de la trombina PAR-1 a les unions neuromusculars: a les imatges 
obtingudes amb el microscopi confocal es mostra la immunoreactivitat positiva de PAR-1 (A’) i els AChRs 
(A i B) en múscul LAL d’animals de 6 dies de vida postnatal. L’anticós anti-PAR-1 preincubat amb el seu 
pèptid PAR-1 no va ser detectat (B’). Barra d’escala = 10 µm. 
 
 
2.3. Canvis d’expressió de PAR-1 a les unions neuromusculars durant el desenvolupament 
 
Mitjançant microscòpia de fluorescència, es va fer una descripció qualitativa dels patrons de 
reactivitat a les NMJs dels músculs LAL comparant-los amb els patrons dels AChRs. Com s’ha dit 
anteriorment l’eliminació sinàptica a les NMJ de músculs de rata, es dóna durant el primer mes de 
vida postnatal (Lanuza et al., 2001) sent contemporània amb la maduració dels agrupaments 
d’AChRs postsinàptics (Steinbach, 1981; Slater, 1982a, b; Bewick et al., 1996; Lanuza et al., 2002). 
Per tal d’examinar com es relaciona l’expressió temporal i espaial de PAR-1 amb aquest fenomen, 
es van realitzar experiments per detectar PAR-1 tant en múscul esquelètic adult com durant el 
desenvolupament. Es va detectar per immunocitoquímica a totes les edats estudiades, encara que es 
van trobar diferències entre edats (Figura 20). 
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Al dia postnatal 0 (P0), s’observa un patró finament puntejat restringit a l’àrea reactiva pels 
AChRs. Les àrees d’alta densitat de PAR-1  coexisteixen amb les àrees dels AChRs, però també hi 
ha marcatge de AChRs que no coincideix amb marcatge de PAR-1. 
 
A P6 es va observar una gran expansió de les àrees positives pel ThR, àrees que excedien en 
varis micròmetres els límits dels agrupaments de AChRs (Figura 20). De fet, en alguns casos, la 
immunoreactivitat de PAR-1 era superior fora dels límits de la placa sinàptica. Aquest patró de 
marca també va ser puntejat. Dins els agrupaments d’AChRs es van observar punts amb una 
colocalització molt precisa. 
 
A P14, dia postnatal on ja gairebé s’ha donat l’eliminació sinàptica, ja no es va observar 
l’expansió de PAR-1 prèviament descrita i es va tornar a observar una localització més precisa dins 
la placa sinàptica. No obstant, es van trobar dos patrons de marca diferents. Encara que en algunes 
plaques sinàptiques la immunoreactivitat per PAR-1 era principalment difosa excedint en alguns 
micròmetres l’agrupament d’AChRs, en d’altres es va observar una immunoreactivitat finament 
puntejada i estrictament restringida a la placa sinàptica. 
 
A P30, PAR-1 es va trobar perfectament concentrat a l’àrea sinàptica i va mostrar una alta 
colocalització amb els AChRs. No obstant, es van observar algunes zones (Figura 20, fletxa) amb 
una marca per ThR amb forma elongada que no colocalitza amb els AChRs fet que suggereix que 
PAR-1 es pot estar expressant a l’axó o a la cèl.lula de Schwann. A totes les edats examinades es 



















Figura 20. PAR-1 a les unions neuromusculars durant el període d’eliminació sinàptica postnatal. Unions 
neuromusculars d’animals de 0, 6, 14 i 30 dies de vida postnatal van ser processades per la immunodetecció 
de PAR-1, en verd i els AChRs en vermell. A la tercera columna es pot veure la colocalització d’aquests dos 
marcatges, veient-se en groc els punts on exactament coincideixen les dues tincions. La darrera columna 
mostra només els punts on coincideixen les dues marques. Les fletxes a P0 i P30 indiquen la existència de 
marca positiva per PAR-1 no colocalitzada amb els AChRs, fet que indica que és molt probable que PAR-1 
s’estigui expressant als axons i/o a les cèl.lules de Schwann. Barra d’escala = 10 µm. 
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2.4. Immunolocalització de PAR-1 en unions neuromusculars denervades  
 
 La immunoreactivitat positiva per PAR-1 que es va observar als llocs sinàptics suggereix 
una localització postsinàptica d’aquest, encara que no es pot descartar que també es trobi localitzat 
als terminals nerviosos com s’ha comentat anteriorment.  
 
Per testar la localització postsinàptica de PAR-1, es va axotomitzar totalment el nervi que 
innerva el múscul LAL (la branca auricular del nervi facial) de rates de 30 dies de vida postnatal, 7 i 
12 dies abans de l’observació. També van ser realitzats alguns experiments amb múscul Soleus 
dennervat per tal de confirmar la nostra hipòtesi en un altre model muscular. La dennervació va ser 
comprovada mitjançant immunohistoquímica amb anticosos anti-neurofilament i anti-sinaptofisina. 
Aquests músculs van presentar marcatge positiu per PAR-1 a les unions neuromusculars denervades 
(Figura 21). Així, encara que amb aquesta metodologia no es pot descartar la localització de PAR-1 
al terminal nerviós, la immunoreactivitat trobada en unions neuromusculars aneurals está indicant la 
localització de PAR-1 a la membrana muscular, a la cèl.lula de Schwann o en ambdòs. 
          
 
Figura 21. PAR-1 a les unions neuromusculars denervades. S’observa a les imatges unions neuromusculars 
de múscul LAL i Soleus de 12 dies postdenervació marcades amb un anticós anti-PAR-1 i amb α-
bungarotoxina conjugada a rodamina. S’observa marca positiva per PAR-1, una vegada s’ha donat la 
degeneració axonal. A la tercera columna es mostra en color la superposició de les dues imatges. Barra 
d’escala = 10 µm. 
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2.5. Immunolocalització de PAR-1 en cèl.lules musculars aïllades 
 
 Hem demostrat que el receptor de la trombina PAR-1 es localitza al múscul esquelètic a les 
unions neuromusculars i pot estar colocalitzat amb els AChRs amb molta precisió. Els resultats 
obtinguts en els experiments de denervació ens suggereixen que PAR-1 pot estar localitzat a les 
cèl.lules musculars però no podem descartar que aquest senyal positiu per a PAR-1 provingui de les 
cèl.lules de Schwann. Per demostrar la localització postsinàptica de PAR-1, es van sotmetre els 
músculs LAL a un tractament amb col.lagenasa (Bekoff i Betz, 1977) i es va immunolocalitzar 
PAR-1 a les cèl.lules musculars. Gràcies a aquest tractament, es van obtindre cèl.lules musculars 
aïllades, podent descartar així altres tipus cel.lulars presents al teixit muscular esquelètic. A la 
Figura 22 s’observa com després del tractament amb col.lagenasa, es van eliminar els terminals 
nerviosos (no hi ha la proteïna sintaxina, proteïna present a les zones actives del terminal nerviós) 
així com les cèl.lules de Schwann (no es va detectar la proteïna marcadora de cèl.lules de Schwann 
S-100). En canvi, es mantenen les proteïnes postsinàptiques (es va detectar la subunitat δ dels 






















      
 
 
Figura 22. PAR-1 a fibres musculars aïllades després d’un tractament amb col.lagenasa. PAR-1 es va 
detectar a les regions sinàptiques de fibres musculars aïllades. Els anticossos anti AChRδ, sintaxina i S-100 
van ser utilitzats per demostrar que aquest tractament elimina tant el terminal nerviós com les cèl.lules de 
Schwann, mentre que el component postsinàptic queda intacte. A les imatges petites, es mostren unions 
neuromusculars abans del tractament amb col.lagenasa, en aquestes imatges podem observar tinció positiva 
tant per la sintaxina com per S-100. La tercera columna mostra la superposició de les imatges verdes (PAR-1) 




2.6. Immunolocalització de PAR-1 en cultius musculars primaris 
 
 Amb la fi de confirmar la presència de PAR-1 a les cèl.lules musculars es va estudiar la 
seva presència en cultius primaris de miotubs de ratolí i la seva possible colocalització amb les 
àrees on els AChRs s’agrupen espontàniament sense l’estímul nerviós. A la Figura 23 es pot 
observar com PAR-1 es localitza a la zona dels agrupaments espontanis d’AChRs. El marcatge 
fluorescent per PAR-1 no es va observar quan es van realitzar controls negatius incubant en 
absència d’anticós primari o preincubant amb el pèptid bloquejant de PAR-1. A més a més, aquest 
experiment va posar de manifest el fet que no és necessari la presència del terminal nerviós per la 
inducció de la expressió d’aquest receptor. 
 
    
 
Figura 23. PAR-1 en cultius primaris de miotubs de ratolí. Els cultius de miotubs van ser marcats amb anti-
PAR-1 i amb α-bungarotoxina conjugada a rodamina. El senyal positiu per PAR-1 només va ser detectat a les 
zones on els AChRs s’agrupen espontàneament. La tercera imatge mostra la superposició de les imatges 
verdes (PAR-1) i vermella (α-bungarotoxina conjugada a rodamina). Barra d’escala = 10 µm. 
 
 
3. El procés de maduració de les unions neuromusculars depèn de PKC 
3.1. L’activació de PKC produeix una acceleració de la maduració dels agrupaments sinàptics 
d'AChRs mentre que el bloqueig la retarda 
 
 Resultats anteriors del nostre laboratori van mostrar que el procés fisiològic d’eliminació 
sinàptica in vivo s’accelera en aplicar trombina i es veu blocat després de l’administració d’hirudina. 
Hem demostrar com aquest procés és resultat de l’activació d’una cascada de transducció de senyal 
que comença amb l’activació del receptor de la trombina PAR-1, present aquest a l’àrea sinàptica 
(Lanuza et al., 2003). També es va observar que la PKC té un important efecte sobre aquest 
fenomen (Lanuza et al., 2001). Observant que en aplicar un potent activador d’aquesta quinasa, el 
81 
forbol 12-miristat 13-acetat (TPA) es va accelerar aquest procés, efecte contrari al trobat quan es va 
aplicar un inhibidor: Calfostina C (CaC).  
 
Donada la relació, que ja hem vist anteriorment, existent entre retracció axonal i maduració 
dels agrupaments d’AChRs postsinàptics es van estudiar durant els primers dies postnatals l’efecte 
que tenien sobre la maduració d’aquests agrupaments els agents que interfereixen amb l’activitat de 
la PKC. Aquests agents van ser aplicats in vivo directament sobre la superfície del múscul LAL. Els 
animals van rebre una injecció diària des del quart dia postnatal (P4) i els músculs LAL van ser 
estudiats els dies postnatals 6, 8 i 12 (P6, P8, P12). La injecció per si mateixa dels diferents agents 
no produeix cap efecte sobre la morfologia dels terminals nerviosos ni sobre la morfologia dels 
agrupaments d'AChRs. Van ser analitzats diferents paràmetres morfològics i fisiològics per 
comprovar que no existeix cap reacció tòxica patològica a causa d’aquests agents injectats i que no 
tenen cap acció no específica sobre la maduració nervi-múscul (Lanuza et al., 2001). Per 
incrementar selectivament l’activitat de la PKC es va injectar forbol 12-miristat 13-acetat (TPA). 
Està ben descrit que l’efecte del TPA sobre l’activitat de la PKC és dosi dependent, de manera que 
dosis altes produeixen una activació inicial per posteriorment passar a inhibir a la PKC (Matthies et 
al., 1987; Lai i El-Fakahany, 1988; Deakin et al., 1990; Girard i Kuno, 1990; Lanuza et al., 2000). 
Es va assajar la concentració de TPA descrita com activadora (10nM) en el mateix sistema que 
havíem utilitzat prèviament (Lanuza et al., 2001). Vàrem trobar que aquesta dosi afecta 
moderadament a l’eliminació axonal postnatal en la NMJ de LAL in vivo, reduint entre els dies 4 i 6 
el percentatge de sinapsis innervades per 3 o més axons. En canvi, després de l’aplicació de TPA 10 
nM, la distribució de les diferents morfologies dels agregats d'AChRs sinàptics va ser diferent del 
control en cada un dels dies considerats (Figura 24B; p<0.001, test de la Chi2). Només dos dies 
després de l’exposició al TPA (dia 6), el percentatge de tipus morfològic M1 que es va trobar va ser 
gairebé el mateix que el que es va trobar en animals controls de 12 dies. El dia postnatal 8, es va 
trobar gairebé el mateix percentatge de M2 i M3, mentre que als animals control el percentatge de 
M2 va ser més del doble que el de M3. Aquesta tendència es va donant fins al dia 12.  
 
Per estudiar l'efecte de la inhibició selectiva de PKC es va utilitzar Calfostina C a la dosi 
que havíem comprovat anteriorment que modifica el procés d’eliminació sinàptica (CaC, 200 nM). 
Com ja hem descrit abans, els animals van rebre una injecció subcutània diària de CaC a una 
concentració de 200 nM sobre el múscul LAL des del dia 4 postnatal (P4) i van ser sacrificats els 
dies 6, 8 i 12 (P6, P8, P12). De la mateixa manera que passava amb el tractament amb TPA, quan el 
múscul LAL va ser exposat a CaC, la proporció relativa de les diferents morfologies dels agregats 
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d'AChRs (M1-M5) va variar respecte als animals control tractats amb PBS (Figura 24C; p<0.001, 




Figura 24. Efecte de diferents agents activadors i inhibidors sobre la PKC. Els animals van rebre diàriament 
una injecció des del dia 4 postnatal i els músculs LAL van ser estudiats els dies 6, 8 i 12. Per incrementar 
selectivament l’activitat de la PKC es va fer servir TPA. Després de l’acció del TPA a una concentració de 10 
nM, la distribució de les morfologies dels AChRs va ser diferent a la trobada en animals control de la mateixa 
edat (p<0.001, test de la Chi2). PKC va ser inhibida selectivament mitjançant CaC a una concentració de 200 
nM. La distribució de les diferents morfologies dels agrupaments de AChRs també va ser diferent a la trobada 
en animals controls el mateix dia d’observació (p<0.001, test de la Chi2). També s’indiquen les diferències 
entre el valor mig dels percentatges de cada morfologia entre els músculs tractats amb TPA i CaC, cada dia en 
relació amb el control no tractat (*, p<0.001; **, p<0.01). 
 
83 
Es va definir índex de maduresa (i.m.) com un nombre que expressa el nivell mitjà de 
maduració dels agregats d'AChRs. Aquest i.m. està comprès de 1 fins a 5 i aquests valors van ser 
obtinguts assignant un nombre de l’1 al 5 a cada agrupament d'AChRs d’acord amb la classificació 
abans esmentada (1 al tipus morfològic M1, 2 al tipus morfològic M2,..., 5 al tipus morfològic M5). 
D’aquesta manera, s’obté un nombre indicatiu del grau de maduresa d’un determinat múscul o d’un 
determinat tractament. L'exposició del múscul LAL in vivo a dosis de TPA activadores va resultar 
en una acceleració de la maduració dels agregats d'AChRs postsinàptics. A la Figura 25, es pot 
observar l’increment significatiu de l’i.m. de plaques motores de LAL entre els dies 6 i 12 de 
tractament amb TPA respecte als animals control. Tal i com s'esperava, va ser observat un 
important retard en la maduració en tots els dies considerats quan va ser injectada sobre la 






Figura 25. Evolució de l’índex de maduresa (i.m.) entre els dies 4 i 12 postnatals. Hi ha un increment 
significatiu respecte el control del i.m. entre els dies 6 i 12 després del tractament amb TPA. El i.m. als 
músculs tractats amb CaC en cada punt considerat és significativament inferior que el que es troba als 
corresponents controls (**, p<0.01). 
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3.2. La PKC actua principalment sobre els agrupaments d’AChRs i no directament sobre els 
axons 
 
A les Figures 26A i 26B es compara la mitjana del nombre d’axons per sinapsi amb el 
percentatge dels agregats de receptors en un estat de maduració igual o superior a 3, després del 
tractament amb TPA i CaC (dies postnatals 6 i 12, que han rebut 2 i 8 dosis respectivament). Es va 
triar aquest estadi de maduració postsinàptica perquè és el que reflecteix clarament la pèrdua 
d'AChRs dins una regió concreta de l'àrea sinàptica. El TPA va produir un increment en la 
maduració dels receptors (p<0.01, test de la Chi2), reflexat en un increment dels “forats”, respecte 
els animals control (tant el dia 6 com el dia 12, Figures 26A i 26B), sense que es produeixi una 
disminució significativa dels axons per sinapsi. Això suggereix que l’activació produïda pel TPA fa 
que la PKC actuï inicialment sobre els agregats d’AChRs i no directament sobre els axons. Per 
comprovar l’especificitat de l’efecte del TPA, es va injectar en animals control l’èster de forbol 
inactiu forbol-4α 12,13-didecanoat. El tractament de 2 dies amb una concentració de 10 nM no va 
modificar el percentatge de poliinervació observat en músculs no tractats o injectats amb PBS. 
 
Una observació interessant és que es va trobar un efecte regressiu al dia 6 consistent en que 
el percentatge de M1 (estadi més immadur) era significativament superior al percentatge trobat en el 
dia 4 abans de la injecció amb CaC (Figura 24). Aquest efecte va anar acompanyat d’una 
disminució paral.lela del tipus M2 i d’una complerta absència de formes M3. Amb el blocatge de la 
PKC, una porció significativa dels agregats que el dia 4 ja havien evolucionat a una morfologia M2, 
es van desorganitzar al 6 i la seva morfologia va revertir a la forma immadura M1. Així, l’efecte de 
la CaC pot no només ocasionar un endarreriment de la diferenciació postsinàptica si no que pot 
també causar una reversió dels agregats d'AChRs prèviament diferenciats a morfologies més 
immadures. Entre els dies 6 i 12, la distribució de les morfologies postsinàptiques van correspondre 
a un estat molt més immadur que als controls (p<0.001, test de la Chi2). A més a més, durant el 
tractament amb CaC, el grau de maduració de les morfologies dels agrupaments del dia postnatal 12 
va ser igual del del dia 8. Això ens està indicant que la CaC produeix un total blocatge de la 
maduració postsinàptica global entre P8 i P12. De totes maneres, hi ha agregats d'AChRs que 
arriben al grau de maduresa apropiat en el dia postnatal estudiat. Al dia 8, el percentatge de M3 i 
M4 no va ser diferent dels controls no tractats i al dia 12 es va trobar un percentatge normal del 
tipus morfològic M4.  
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Prèviament havíem trobat que la inhibició de la PKC per la CaC impedeix completament el 
procés d’eliminació sinàptica en el període de temps entre P4 i P8. Durant el període comprès entre 
P8 i P12, el bloqueig de la PKC no semblava enlentir la taxa d’eliminació sinàptica, però les 
plaques motores poliinervades eren superiors als valors normals a P12 (Lanuza et al., 2001). Els 
actuals resultats ens ho confirmen. El conjunt d'aquestes dades ens suggereix que durant la segona 
setmana postnatal poden existir altres mecanismes funcionant en paral.lel a la via dependent de 
PKC. Aquests mecanismes paral.lels serien els responsables de la maduració d’alguns agregats 
d'AChRs en absència d’activitat PKC. Aquesta hipòtesi vindria reforçada per la següent observació: 
el percentatge d’agregats amb “forats” i la mitjana del nombre d’axons per NMJ tendeix a 
aproximar-se a valors controls el dia postnatal 12 (després de 8 dies de tractament amb CaC), encara 
que existeixen diferències (p<0.001, Figura 26B). En canvi, en el període de P4 a P6, la CaC evita 
completament l’eliminació axonal i la maduració dels agregats, cosa que ens indica que en aquest 
període la eliminació i la maduració és completament dependent de PKC. La CaC entre P4 i P6 
endarrereix la maduració dels agregats, i reté la innervació polineuronal. L’efecte del TPA 
consisteix en una acceleració en la maduració dels agregats d'AChRs amb un efecte relativament 
petit en l’eliminació axonal. Això significa que l’activitat de la PKC és necessària tant per la 
maduració pre- com per la postsinàptica. La mitjana d’axons per sinapsi no canvia incrementant 
l’activitat de la PKC a diferència dels agregats de receptors, dels que sí accelera la maduració. Amb 
aquestes troballes podem concloure que la maduració dels agregats d'AChRs es pot modular 
(accelerar o endarrerir) amb drogues que afecten a l’activitat de la PKC in vivo. 
 
Figura 26A. Nombre mig d’axons per sinapsi versus el percentatge dels agrupaments de AChRs amb “forats” 
(M ≥ 3) després del tractament amb TPA o CaC els dia postnatal 6 (2 dies de tractament). Pot ser observat que 
el TPA produeix un increment superior (p<0.01, test de la Chi2) dels agrupaments amb “forats” respecte el 




     
 
Figura 26B. Nombre mig d’axons per unió neuromuscular versus el percentatge dels agrupaments de AChRs 
amb “forats” (M ≥ 3) després del tractament amb TPA o CaC el dia postnatal 12 (8 dies de tractament). Pot 
ser observat que el TPA produeix un increment superior (p<0.01, test de la Chi2) dels agrupaments amb 
“forats” respecte el control sense que sigui observat un descens significatiu del nombre de terminals axònics 
per unió neuromuscular.  
 
 
3.3. L’activació de PKC també provoca la desaparició d'AChRs de la perifèria de l’agrupament 
d'AChRs 
 
Donada la complexitat morfològica dels agregats d'AChRs es va fer un estudi morfològic 
quantitatiu per intentar matitzar els canvis morfològics que es donen durant la maduració. A les 
Figures 27A i 27B podem veure que després de 8 dies de tractament amb TPA (dia postnatal 12), 
l’àrea mitjana i el perímetre mitjà dels agregats d'AChRs esdevé significativament reduïda respecte 
als controls no tractats. Aquest fet suggereix la reorganització induïda pel TPA prèviament descrita. 
Al voltant del dia postnatal 6 no es van detectar canvis significatius respecte al control. 
Contràriament, la inhibició selectiva de la PKC amb la CaC durant dos dies resulta en un increment 
significatiu de la mitjana de l’àrea i el perímetre dels agregats sinàptics d'AChRs. Aquestes dades 
estan suggerint una dispersió d'AChRs des dels agregats inicials i concorden amb el retard 
prèviament descrit de la maduració a causa de la inhibició de la PKC per efecte de la PKC i la 
reversió de les morfologies M2 a M1. 
 
Com ja hem comentat prèviament, el dia postnatal 12, el percentatge d’agregats d’AChRs 
amb “forats” i la mitjana del nombre d’axons per NMJ tendeixen a aproximar-se a valors control. A 
més, hi ha agregats d'AChRs que arriben a estats de maduració corresponents a l’edat encara 
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que hi hagin estat tractats amb CaC indicant l'existència d'un mecanisme independent de PKC que 
pot estar actuant durant la segona setmana de vida. Les modificacions dels paràmetres morfomètrics 
induïdes pel TPA i la CaC es van donar sense canvis significatius en el diàmetre de la cèl.lula 
muscular (7,34 ± 0.52 µm en controls no tractats de 12 dies). D’acord amb l'esperat, durant la 
segona setmana postnatal, les plaques motores dels animals control van incrementar en àrea i en 
perímetre. Entre els dies 4 i 6 postnatals, es va veure un lleuger decrement en l’àrea dels agregats 
d’AChRs. Aquesta reducció de l’àrea podria estar relacionada amb la pèrdua d’AChRs de regions 



















Figura 27B. Canvis al perímetre dels agrupaments de AChRs durant el desenvolupament postnatal. 
 
 
4. PKC θ  en la Unió Neuromuscular 
 
De totes les isoformes de PKC, la isoforma θ es va descriure com a específica de múscul 
esquelètic i a més a més es va comprovar que està regulada durant el desenvolupament (Hilgemberg 
et al., 1995, 1996). Per aquesta raó ens vàrem plantejar si aquesta isoforma estava implicada en el 
mecanisme d’eliminació sinàptica dependent de PKC. En particular, vàrem estudiar si el dèficit 
d’aquesta isoforma provocava els mateixos efectes que els experiments farmacològics de blocatge 
de PKC i així atribuir a aquesta isoforma l’acció atribuïda genèricament a PKC. En particular, com 
s’havia procedit anteriorment, es va analitzar el grau d’innervació del múscul LAL així com el grau 
de maduració dels agrupaments d’AChRs. També es van analitzar paràmetres indicatius de l’estat 
de desenvolupament general del múscul, de la unió neuromuscular i de l’animal. Els animals knock 
outs per la isoforma θ van ser cedits gentilment pel Dr. Phillip Nelson, del Laboratory of 
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Developmental Biology, National Institute of Child Health and Human Development, National 
Institutes of Health, USA. 
 
4.1. El procés d’eliminació sinàptica i la maduració dels agrupaments sinàptics d’AChRs es veu 
alterada en animals deficients en la isoforma θ de la PKC 
 
L’anàlisi de la innervació va mostrar que durant els 14 primers dies de vida postnatal, hi 
havia un endarreriment significatiu (p<0.05) de la pèrdua axonal en animals deficients en  PKC θ 
podent observar a la Figura 28 com el dia que es dóna el 50 % de l’eliminació sinàptica, en animals 
knock outs s’endarrereix de P5.5 a P9, malgrat que finalment s’assoleix l’estat de monoinnervació. 
El dia postnatal 8, quan ja ha començat el procés d’eliminació sinàptica en animals KO, podem 
observar que el percentatge de la innervació polineuronal és significativament diferent entre els 
animals control i els KO (50.2 ± 3.25 en animals control i 74.9 ± 1.88 en KOs). El dia postnatal 14, 
el percentatge de la innervació polineuronal no va ser diferent entre els dos tipus animals (tant en 
animals controls com en KO, aproximadament el 96% de les NMJ han assolit l’estat de 
monoinnervació) (Figura 28). Aquest endarreriment, ja va ser observat en els experiments 
farmacològics de blocatge de PKC (Figura 26). Quan va ser aplicat l’inhibidor de PKC Calfostina 
C sobre la superfície del múscul LAL va ser observat un increment significatiu dels agrupaments 
d’AChRs innervats per dos o més axons tant el dia 6 com el dia 12 de vida postnatal. Aquest fet 
confirma l’existència d’un mecanisme paral.lel a l’acció de PKC θ que està influint sobre aquest 
procés. 
 
Paral.lelament a l’endarreriment de l’eliminació axonal es va observar un endarreriment de 
la maduració dels agrupaments de receptors d’ACh postsinàptics en animals KO (Figura 29). En 
aquesta figura podem observar com tant a P3 com a P7 el percentatge de la morfologia immadura 
M2 és significativament superior en animals KO, de la mateixa manera que és més baixa la 
morfologia madura M3. Aquest fet també havia estat observat en els experiments farmacològics 
anteriorment explicats (Figura 24), on va ser observat que la distribució de les diferents 
morfologies dels agrupaments d’AChRs canviava en blocar PKC. A la Figura 24C podem observar 
com el percentatge de la morfologia immadura M1 en animals de 6 dies de vida postnatal (després 
de dos dies de tractament) va ser superior a la observada en animals control de 4 dies de vida. Altre 
fet a ressaltar és que la morfologia madura M3 no apareix fins el dia 8 de vida postnatal en animals 
tractats amb Calfostina C, quan en animals controls ja s’han observat el dia 4. Es va realitzar un 
estudi morfomètric per quantificar l’àrea ocupada pels agrupaments d’AChRs en WT i KO als 7 i 9 
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dies de vida postnatal. L’àrea ocupada pels agrupaments d’AChRs a P7 va ser significativament 
més petita en animals KO que en animals control. Aquest fet concorda amb el retard en la 
maduració dels agrupaments d’AChRs descrit anteriorment per la mateixa edat (Ratio area AChRs 
KO/ area AChRs Control = 0.815). En canvi, a P9, no existeixen diferències significatives entre 
KOs i controls, fet que indica que a aquesta edat els agrupaments d’AChRs tendeixen a adquirir una 













Figura 28. L’eliminació sinàptica en animals controls i KO. Es compara la mitjana del nombre d’axons per 
agrupament d’AChRs respecte els dies de vida postnatal. Les dades estan calculades com la mitjana ± la 















Figura 29. Maduració dels agrupaments d’AChRs en animals control i KO. Les dades estan calculades com 
la mitjana ± la desviació estàndard. 
 




























































































Figura 30. Exemples de NMJ de músculs LAL control i knock out en la isoforma θ de PKC. Es pot 
apreciar el diferent grau de maduració pre- i postsinàptic tant en l’aspecte general dela innervació del 
múscul (A i B) com en les NMJ monoinnervades (C, D) i múltiplement innervades (E, F). Els axons van 
ser marcats amb un anticòs anti neurofilament-200 (C’’, D’’, E’’, F’’) i els AChRs amb rodamina 
conjugada a α-bungarotoxina. (C’, D’, E’, F’). Els músculs control (A, C, D) mostren axons molt més 
madurs que els músculs KO (B, E, F). En aquests músculs és habitual veure estructures en creixement 





4.2. El desenvolupament general, muscular o neuromuscular no es veu alterat en animals 
deficients en la isoforma θ de la PKC 
 
 Amb la finalitat de comprovar que el retard trobat en la maduració de les unions 
neuromusculars dels animals carents de  PKC θ és degut al dèficit d’aquesta proteïna i no a una 
alteració en el desenvolupament general i/o en el desenvolupament neuromuscular que poguessin 
patir els animals KO  van ser realitzats diversos controls. Es va controlar el pes dels animals i, com 
es pot veure a la Taula 1 no existeixen diferències significatives entre els controls i els KO. En 
aquest mateix sentit, el diàmetre de les cèl.lules musculars esquelètiques tampoc va ser 
significativament diferent respecte al diàmetre mesurat en animals controls (7.61 ± 0.51 µm en 




















1.94 ±  0.34 
 
1.93 ±  0.09 
 
3.77 ±  0.31 
 
3.98 ±  0.45 
 
4.02 ±  0.72 
 
4.87 ± 0.64  
 
Taula 1. Comparació del pes entre animals controls i knock outs. Les dades estan expressades com la mitjana  




Un indicador molecular de l’estat de diferenciació de la fibra muscular és la cadena pesada 
de la miosina (MHC). La Figura 31 mostra que els nivells d’expressió de la cadena pesada de la 








Figura 31. Expressió del la cadena pesada de la 
miosina en lisats totals de múscul esquelètic 
d’animals controls i knock outs.  Els músculs van 
ser aïllats d’animals de 7 dies de vida postnatal. La 
mateixa intensitat del senyal positiu per l’anticós 
anti-MHC (banda de 200 kDa) és indicatiu d’un 
mateix grau de diferenciació muscular entre 




Per a descartar que el retard trobat en la maduració pre- i postsinàptica en els animals 
deficients en PKC θ no era degut a un defecte en l’expressió de determinades molècules 
postsinàptiques que són essencials per a la formació dels agrupaments d’AChRs (veure Hall i 
Sanes, 1993), es va analitzar la seva expressió a la unió neuromuscular. L’expressió i localització de 
MuSK, rapsina i utrofina va ser indistingible a les NMJ dels animals control i en les dels KO 
(Figura 32).  
                    
 
Figura 32. Expressió i localització de rapsina, MuSK i utrofina a les unions neuromusculars d’animals 
control i knock outs (KO). Unions neuromusculars d’animals de 7 dies de vida postnatal van ser processades 
per la immunodetecció de rapsina, MuSK o utrofina en verd i els AChRs en vermell. A la tercera columna es 
pot veure la colocalització d’aquests dos marcatges. Barra d’escala = 10 µm. 
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El conjunt d’aquests controls realitzats és indicatiu de que ni el desenvolupament general de 
l’animal o del múscul ni l’expressió de molècules necessàries per l’agrupament estructural dels 
AChRs es veu alterat en animals deficients en la isoforma θ de la PKC. 
 
4.3. La isoforma θ de la PKC s’expressa a múscul esquelètic i a la medul.la espinal. 
 
Malgrat Miles i col.laboradors (Hilgemberg et al., 1995, 1996) van demostrar la localització 
específica de PKC θ en múscul esqulètic, recentment s’ha descrit que aquesta isoforma també es 
troba localitzada al sistema nerviós central (Wilda et al., 2001) i en neurones en cultiu de la regió 
ventral de la medul.la espinal (Li et al., 2004). Per aquest motiu, es va analitzar l’expressió de  PKC 
θ tant a múscul esquelètic com a la regió ventral de la medul.la espinal.  
 
           Aquesta isoforma de la PKC va ser detectada en western blots d’homogenats de múscul 
esquelètic. Es va testar un anticós anti-PKC θ en western blots d’homogenat de múscul LAL 
d’animals de 7 dies de vida postnatal (Figura 33). L’anticós va reaccionar amb una banda de 79 
kDa, coincidint amb el pes molecular de PKC θ (Osada et al., 1992). A la Figura 33 es pot veure el 
nivell d’expressió de PKC θ en animals control, KO i heterozigots. És de resaltar que el nivell 










Amb la finalitat de determinar si aquesta isoforma expressada a múscul esquelètic es 
localitzava específicament al component postsinàptic de les unions neuromusculars es van realitzatr 
experiments d’immunohistoquímica. Els músculs van ser sotmesos a un tractament amb 
col.lagenasa per tal d’eliminar el component presinàptic (terminal nerviós i cèl.lules de Schwann) 
de la NMJ i d’aquesta manera es van obtindre cèl.lules musculars aïllades. Després d’aquest 
tractament, es va observar una pràcticament complerta colocalització entre el marcatge fluorescent 
positiu per la isoforma θ de la PKC i el dels receptors d’acetilcolina postsinàptics (Figura 34). 
Het Control KO 
79 kDa 
Figura 33. Western blots en lisats totals de 
múscul esquelètic d’animals control, 
heterozigots i knock outs.  S’observa com 
la expressió de PKC θ és doble en animals 
controls que en animals heterozigots i 
absent als knock outs. 
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Aquests resultats indiquen que PKC θ té una localització postsinàptica fet que suporta la nostra 














Figura 34. Expressió i localització de la isoforma θ de la PKC a les unions neuromusculars de fibres 
musculars aïllades després d’un tractament amb col.lagenasa. PKC θ es va detectar a les regions sinàptiques 
de fibres musculars aïllades. La tercera columna mostra la superposició de les imatges verdes (PKC θ) i 
vermella (α-bungarotoxina conjugada a rodamina). Barra d’escala = 10 µm  
 
 
Recentment, resultats del nostre grup han mostrat la presència de PKC θ en neurones de la 
regió ventral de la medul.la espinal en cultiu amb un possible paper d’aquesta en el procés 
d’eliminació sinàptica (Li et al., 2004). Es va realitzar un doble marcatge amb CGRP o vAChT per 













Figura 35. Expressió i localització de PKC θ a les motoneurones de la regió ventral de la medul.la espinal. 
Seccions transversals de medul.la espinal van ser processades per la immunodetecció de PKC θ, en verd i 
CGRP (marcador de motoneurones) en vermell. A la tercera columna es pot veure la colocalització d’aquests 
dos marcatges, veient-se en groc els punts on exactament coincideixen les dues tincions. Barra d’escala = 10 
µm.
 





































La pèrdua de connexions nervioses és un procés que es dóna tant en l’envelliment del 
sistema nerviós com durant el decurs de determinades malalties neurodegeneratives. Aquesta 
pèrdua de connexions també és un fenomen fisiològic que es dóna durant el desenvolupament, 
abans de que quedin establerts els definitius i precisos circuits neurals madurs. Els mecanismes 
cel.lulars i moleculars que regulen aquest procés crucial del desenvolupament no són encara ben 
coneguts.  
 
Durant el procés d’eliminació sinàptica postnatal la sinapsi neuromuscular es troba en canvi 
constant. A nivell presinàptic es dóna pèrdua de connexions i simultàniament a aquesta, a nivell 
postsinàptic els agrupaments de receptors d’acetilcolina van patint importants canvis en la seva 
morfologia fins assolir l’estadi madur que es mantindrà durant la vida adulta. L’objectiu d’aquesta 
tesi ha estat l’estudi del procés fisiològic de maduració de les unions neuromusculars durant el 
desenvolupament postnatal i la implicació en aquest procés del sistema Trombina-PAR-1-Proteïna 
G-PKC.  
 
1. Canvis morfològics i maduració dels agrupaments d’AChRs sinàptics durant el 
període d’eliminació sinàptica        
 
S’ha estudiat la maduració dels AChRs sinàptics en relació al procés d’eliminació de la 
innervació polineuronal que caracteritza el desenvolupament neonatal de la unió neuromuscular de 
rosegadors. La distribució dels AChRs dins la NMJ pateix un dramàtic canvi durant les primeres 
setmanes de vida postnatal. Aquest període coincideix en el temps amb el període en el que es dóna 
l'eliminació més important dels contactes sinàptics redundants. Per poder definir amb una major 
precisió el procés de maduració dels agrupaments de AChRs, s'ha creat una classificació d’aquests 
en 6 categories: de M1 a M6, sent la categoria M1 la morfologia d’agrupaments més immadura i 
M6 la morfologia més madura. 
 
El recompte del nombre d’axons que estan en diferents moments innervant una mateixa 
placa motora és un indicador de la reducció de contactes sinàptics que s’està donant al sistema. 
Inicialment, en el moment del naixement, els axons que innerven una única fibra muscular 
s’entrellacen dins la placa uniforme d’AChRs (morfologies M1 i M2). Posteriorment, a mesura que 
els axons van sent eliminats van apareixent zones dins els agrupaments on la densitat de AChRs és 
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molt baixa (morfologia M3). Aquests llocs on la densitat d'AChRs és molt baixa no reben contacte 
per part de cap axó (Figura 11). Al mes de vida postnatal, més del 80% de les NMJs tenen una 
morfologia M5 (morfologia considerada madura) i, és en aquesta edat quan està finalitzant el procés 
d’eliminació sinàptica al múscul LAL. Posteriorment, a mesura que creix l’animal, es dóna una 
expansió del terminal nerviós a l’hora que va creixent la fibra muscular. Aquest creixement 
presinàptic porta al patró discontinu de la geometria postsinàptica observada a l’adult (morfologia 
M6). 
 
La maduració morfològica del component postsinàptic implica desestabilització i dispersió 
d'AChRs de regions concretes de l’agrupament, mentre que en d’altres regions es dóna acumulació 
d’aquests portant a la formació d’àrees amb una alta densitat d'AChRs. És precisament en aquestes 
àrees on és present el terminal nerviós que s’ha mantingut. Hem trobat que abans que es formessin 
àrees sense receptors dins els agrupaments de AChRs, ja havia tingut lloc una gran pèrdua dels 
axons que inicialment havien arribat a les sinapsis (un 50% de reducció) (Figura 14). És a dir, 
durant el primerenc període postnatal (de 0 a 6 dies), la desaparició de receptors de l’àrea sinàptica 
no necessàriament precedeix la pèrdua axonal. Aquest fet va ser també trobat durant el 
desenvolupament postnatal de les NMJs de Soleus i Extensor digitorum longus (Slater, 1982a). En 
canvi, en NMJs de ratolins de a partir de 6 dies de vida postnatal ha estat descrit un procés en el 
qual es dóna pèrdua d'AChRs abans que es doni la completa retracció de l’axó que està 
immediatament per sobre d'ells (Balice-Gordon i Lichtman, 1993). No obstant, recentment Walsh i 
Lichtman (2003) han estudiat l’eliminació sinàptica a les NMJ utilitzant animals transgènics que 
expressen diferents variants espectrals de GFP en diferents grups de motoneurones, trobant que la 
retirada d’un axó està acompanyada per l’expansió d’un altre axó que competeix a dins del territori 
postsinàptic recentment desocupat. Concordant amb les observacions inicials de Balice-Gordon i 
Lichtman nosaltres també vam observar una reducció de l’àrea dels agrupaments de receptors al dia 
6 que pot indicar una pèrdua d'AChRs en la perifèria dels agrupaments coincidint amb el moment 
de la majoritària reducció axonal (Figura 27). 
 
Les nostres observacions suggereixen que la maduració de la NMJ es pot dividir en tres 
etapes diferenciades: 
 
1. Durant el període que va des del naixement al dia 6 de vida postnatal, es dóna una gran reducció 
de la innervació polineuronal. A nivell postsinàptic es dóna una molt baixa pèrdua d’AChRs dins 
els agrupaments. Així, a P6 aproximadament un 70% de les sinapsis han perdut al menys un axó, 
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mentre que només un 5% dels agrupaments d’AChRs mostren àrees lliures de receptors i, 
aproximadament un 35% d’ells han canviat la morfologia immadura M1 present al naixement. 
Durant aquest primerenc estadi de maduració, la pèrdua axonal sembla que es té lloc de manera 
independent als canvis que es donen a nivell postsinàptic. Slater (1982a) i Trachtenberg i Thompson 
(1997) han donat altres exemples on posaven de manifest que la pèrdua axonal es pot donar de 
manera independent de la pèrdua o redistribució d’AChRs. No obstant, entre P4 i P6 hem observat 
una lleu reducció de l’àrea dels agrupaments d’AChRs, indicant així una pèrdua de receptors durant 
el període d’intensa eliminació axonal. En NMJs de ratolins de 6 dies de vida postnatal, ha estat 
descrit un procés en que la pèrdua de receptors es dóna abans de la completa retracció dels imputs 
presinàptics (Balice-Gordon i Lichtman, 1993) que encara alliberen neurotransmissor (Colman et 
al., 1997).  
 
2. Entre P6 i P12, té lloc una ràpida evolució de la morfologia dels agrupaments dels AChRs, 
paral.lelament a una pètita pèrdua de connexions axonals. Cal destacar que alguns dels axons en 
retracció es troben innervant agrupaments innervats per més de dos axons, donant com a resultat un 
increment en el nombre d’agrupaments innervats per dos axons sense que es vegi afectada 
significativament la mitjana del nombre d’axons que innerven els agrupaments (Lanuza et al., 
2001). Així doncs, es pot veure una certa interdependència entre la redistribució dels AChRs a la 
membrana postsinàptica i la retracció axonal tot i que aquesta redistribució observada pot ser 
conseqüència de la gran pèrdua axonal que es dóna durant els primers sis dies de vida postnatal. Les 
dades que trobem respecte la maduració postsinàptica concorden amb els estudis de microscòpia 
electrònica de rastreig fets al 1987 per Desaki i Uehara on mostren com la maduració de les plaques 
motores en rates es dóna principalment durant la segona setmana de vida postnatal.  
 
3. A partir de P12, es continua donant una lenta pèrdua axonal acompanyada d’un dramàtic 
increment de la complexitat dels agrupaments d’AChRs. A P12, aproximadament el 80% de les 
NMJ ja es troben en estat de monoinnervació, en canvi, menys de la meitat han assolit la morfologia 








2. Paper de la trombina i el seu receptor PAR-1 en el procés de maduració de les unions 
neuromusculars  
 
Estudis in vitro han mostrat que la serin proteasa trombina, els seus inhibidors i els seus 
receptors associats intervenen en l’estabilitat dels contactes sinàptics (Liu et al., 1994a, b), indicant 
que poden tenir un important paper en la maduració de les unions neuromusculars, en particular en 
la pèrdua de contactes sinàptics que es donen en estadis primerencs del desenvolupament postnatal. 
Els nostres estudis han mostrat que el receptor de la trombina PAR-1 s’expressa en múscul 
esquelètic i es localitza a les unions neuromusculars durant el desenvolupament postnatal in vivo. A 
més a més, hem trobat evidències de que el procés normal d’eliminació sinàptica en músculs de 
rosegadors nounats in vivo i la maduració dels agrupaments d’AChRs pot estar mediada a través 
d’aquest receptor (PAR-1). 
 
S’ha detectat PAR-1 a la fracció de membrana de múscul esquelètic mitjançant western 
blot, fet que ens indica la seva expressió en aquest teixit in vivo. A més a més de la expressió als 
miòcits, al múscul esquelètic també es troba expressió en d’altres tipus cel.lulars (fibroblastes, 
cèl.lules endotelials, plaquetes, cèl.lules glials i motoneurones) (Essler et al., 1988; Gurwitz i 
Cunningham, 1988; Offermanns et al., 1994; Hartwig et al., 1995), així que la immunoreactivitat 
positiva per PAR-1 que detectem mitjançant western blot pot ser deguda no únicament a la seva 
expressió als miòcits. Amb la finalitat de poder determinar la localització exacta d’aquest receptor 
al múscul esquelètic aquest va ser localitzat mitjançant tècniques d’immunofluorescència, detectant-
se expressió d’aquest als miòcits i a les cèl.lules satèl.lits, així com també als fibroblasts i a les 
cèl.lules endotelials. La localització histològica de les cèl.lules satèl.lits s’ha complementat amb la 
colocalització dels factors de transcripció miogènics miogenina i MyoD1. S’ha trobat que la seva 
marca colocalitza amb la de PAR-1 en cèl.lules satèl.lits. Aquestes dades concorden amb les que 
mostren que els mioblasts en cultiu expressen PAR-1 (Suidan et al., 1996b). A més, recentment s’ha 
detectat el receptor de la trombina en tots els mioblasts abans del naixement (Chevessier et al., 
2001). Totes aquestes dades concorden amb dades que suggereixen que la trombina pot influenciar 
la diferenciació miogènica en cèl.lules en cultiu (Guttridge et al., 1997; Nagao et al., 2000) i 
afavorir la proliferació de mioblasts (Suidan et al., 1996b; Chinni et al., 1999). 
 
El mRNA del receptor de la trombina s’ha detectat en múscul esquelètic a uns nivells 
relativament alts al naixement i aquests nivells van disminuint fins a ser gairebé indetectables en 
l’adult (Suidan et al., 1996b; Kim i Nelson, 1998; Kim et al., 1998). Nosaltres hem trobat 
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immunoreactivitat positiva per PAR-1 tant en el nounat com en l’adult i tant en cèl.lules satèl.lits 
com en miòcits. Encara que els mioblasts en cultiu expressen el receptor de la trombina, hi ha autors 
que han vist que la seva expressió es reprimeix amb la fusió d’aquests (Suidan et al., 1996b) mentre 
que d’altres han vist expressió en cultius de miotubs relativament purs (Kim, S no publicat). Aquest 
darrer fet indica que la innervació probablement està participant en el control d’aquesta expressió. 
 
 La trombina és una serin proteasa implicada en diferents funcions cel.lulars. Encara que 
inicialment va ser estudiada pel seu important paper en el manteniment de la homeostasi, en els 
darrers anys han estat trobades moltes funcions diferents al teixit nerviós (Monard et al., 1983; 
Gurwitz i Cunninham, 1988; Zurn et al., 1988; Canavaugh et al., 1990; Farmer et al., 1990; Nelson i 
Siman, 1990; Jalink i Moolenaar, 1992; Suidan et al., 1992; Mansuy et al., 1993; Beecher et al., 
1994; Reinhard et al., 1994; Grabham i Cunninham, 1995; Vaughan et al., 1995; Pike et al., 1996; 
Niclou et al., 1998; Striggow et al., 2001). En particular, en el sistema nerviós perifèric s’ha vist que 
la trombina està implicada en la plasticitat sinàptica durant el desenvolupament de la NMJ (Nelson 
et al., 1995) modulant l’eliminació sinàptica dependent d’activitat en cocultius neurona-múscul (Liu 
et al., 1994a i b) i que l’activació de la trombina està relacionada amb la estimulació colinèrgica 
(Glazner et al., 1997). A més, la hirudina, un inhibidor específic de la trombina, redueix 
l’eliminació sinàptica dependent d’activitat in vitro (Jia et al., 1999) i in vivo (Zoubine et al., 1996; 
Lanuza et al., 2001). A més a més, la trombina redueix l’estabilitat i la inserció de noves molècules 
d’AChRs als agrupaments d’aquests in vitro (Davenport et al., 2000). En estudis previs del nostre 
laboratori, també hem trobat que el procés normal d’eliminació sinàptica en múscul de rata neonatal 
in vivo és mediat, al menys en part, per una proteïna G sensible a toxina pertussis i per l’activitat 
d’una proteïna quinasa C. Vàrem suggerir que aquest procés és el resultat d’una cascada de 
transducció de senyal que s’inicia amb l’activació del receptor de la trombina, present aquest a la 
unió neuromuscular, degut a que aquest procés s’accelera amb la trombina exògena i es bloqueja 
amb la hirudina (Lanuza et al., 2001). 
 
 Amb els presents resultats, hem trobat que la innervació polineuronal i la maduració dels 
agregats d’AChRs es veuen alterades quan el receptor de la trombina PAR-1 és activat amb un 
potent agonista específic (SFLL). Aquest fet apoia la hipòtesi de que l’efecte de la trombina en el 
procés d’eliminació sinàptica postnatal trobat anteriorment és degut a la seva unió a PAR-1. 
L’activació de PAR-1 amb el pèptid SFLL accelera la dispersió dels AChRs dins dels agrupaments 
que es dóna fisiològicament durant la maduració postsinàptica de les NMJs. Així mateix, l’activació 
per SFLL provoca un augment de la pèrdua axonal. Les dades mostren que la retracció axonal 
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mediada per PAR-1 es dóna quan les NMJs es troben innervades per tres o més axons, pero és 
gairebé absent quan aquestes es troben doblement innervades. Així doncs, l’efecte del pèptid SFLL 
és important quan les NMJs estan innervades per més de dos axons, situació que es troba 
majoritàriament durant els primers dies del procés d’eliminació sinàptica. Hem trobat també que la 
pèrdua axonal i la maduració dels agrupaments d’AChRs postsinàptics és bloquejada totalment amb 
la hirudina, inhibidor específic de la trombina, suggerint que l’acció de la trombina és específica. 
D’altra banda, l’especificitat del pèptid activador de PAR-1 (SFLL) queda demostrada pel fet que 
quan s’aplica el pèptid inactiu FSLL no es troba cap efecte sobre la maduració de les NMJs. Totes 
les dades presentades, mostren que l’efecte causat per la trombina sobre la maduració dels 
agrupaments postsinàptic és superior al causat sobre la pèrdua axonal, fet que suggereix que la 
trombina podria actuar en primer lloc sobre els agrupaments d’AChRs. Aquest fet ratifica els 
resultats trobats en els que la trombina, a través del receptor PAR-1 acoblat a una proteïna G i a una 
PKC, modula el procés d’eliminació sinàptica en múscul de rata i això ho faria actuant inicialment 
sobre els agrupaments d’AChRs postsinàptics (Lanuza et al., 2002). La troballa recent de que la 
trombina disminueix l’expressió d’AChR, en particular de la subunitat α, a través de l’activació de 
PAR-1 (Faraut et al., 2003) apoia la nostra conclusió. 
 
 Els experiments d’activació del receptor PAR-1 mostren que concentracions extremadament 
baixes del pèptid activador del receptor de la trombina també anomenat genèricament TRAP (1-10 
nM) són suficients per ocasionar un canvi en la maduració de les NMJs. Encara que en alguns 
estudis s’han utilitzat concentracions altes (500 µM) del pèptid activador del receptor, ja es va 
observar una resposta fisiològica (disminució de la pressió sanguínia) a una dosi aproximada de 0.1 
µM (Chevessier et al., 2001) confirmant així resultats obtinguts per altres autors, els quals han 
obtingut respostes utilitzant concentracions baixes del pèptid activador (Ahn et al. 1997). Els 
nostres resultats indiquen que el sistema PAR s’activa a concentracions molt baixes del seu pèptid 
activador, fet que suggereix una alta afinitat d’aquest pèptid per PAR i/o un efecte fisiològic 
(modulació sinàptica) amb una ocupació/activació relativament baixa del receptor. L’ús del pèptid 
inactiu FSLL ens proporciona evidències respecte aquesta especificitat.  
 
 Paral.lelament a trobar una acció directa de PAR-1 al sistema neuromuscular, hem 
demostrat l’expressió de PAR-1 a la fibra muscular concentrat a l’àrea sinàptica. Hem 
immunodetectat PAR-1 a l’àrea sinàptica colocalitzat amb els AChRs, a diferència de Chevessier et 
al. (2001) que no troba colocalització ni in vitro ni in vivo. Aquestes diferències poden ser 
explicades per les diferents condicions de detecció de les imatges. Durant el desenvolupament 
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postnatal, les imatges obtingudes amb el microscopi confocal mostren una marca feble i difosa per 
tota la fibra muscular que sembla localitzada a la membrana a més a més d’una important marca a 
l’àrea sinàptica. Encara que la marca positiva per PAR-1 és consistent a l’àrea sinàptica durant tot el 
període estudiat, vàrem trobar una immunoreactivitat molt intensa a l’àrea sinàptica als 6 dies de 
vida postnatal i aquesta immunoreactivitat s’exten per fora de l’àrea sinàptica. Una dada interesant 
és el fet que es detecten zones amb una alta reactivitat per PAR-1 que colocalitzen amb zones amb 
un feble marcatge pels AChRs, assumint que les regions amb un feble marcatge pels AChRs són 
una evidència de llocs sinàptics que es troben en procés de desaparició (Balice-Gordon i Lichtman, 
1993). Aquest patró d’expressió pot estar relacionat amb el paper que aquest receptor pot tenir sobre 
la dispersió dels AChRs dins el seu agrupament durant el període d’eliminació sinàptica. També 
hem trobat que la distribució de la immunoreactivitat positiva per PAR-1 pot estar indicant la 
presència d’aquest en altres elements sinàptics (axó i/o cèl.lules de Schwann). 
 
 Quan els terminals nerviosos s’eliminaven de la NMJ desprès de realitzar una denervació, 
es va veure que la immunoreactivitat per a PAR-1 continuava concentrada als llocs sinàptics 
denervats mentre que la corresponent als components del terminal nerviós com són el neurofilament 
i la proteïna de vesícules sinàptiques sinaptofisina desapareixen del lloc sinàptic. En la situació de 
denervació, la placa sinàptica de receptors d’AChRs encara continua coberta per les cèl.lules de 
Schwann per la qual cosa no podem descartar l’expressió de PAR-1 per part d’aquestes cèl.lules. 
Per determinar si PAR-1 s’expressa a la membrana de la cèl.lula muscular, vàrem processar 
mitjançant immunohistoquímica cèl.lules musculars aïllades després d’un tractament de 
col.lagenasa i cèl.lules musculars provinents de cultius cel.lulars primaris. En aquestes preparacions 
no s’hi troben ni elements nerviosos ni cèl.lules glials (cèl.lules de Schwann). La Figura 21 mostra 
que en aquesta situació el receptor de la trombina es troba localitzat a l’àrea on es situen agrupats 
els AChRs tant als miotubs com a les fibres musculars. D’aquesta manera, es pot concloure que 
encara que el receptor de la trombina PAR-1 es podria expressar en els diferents tipus cel.lulars 
presents a les NMJs (terminals nerviosós i cèl.lules de Schwann), es troba localitzat a la membrana 
muscular postsinàptica. En un treball anterior del nostre grup en col.laboració amb el del Dr. Nelson 
(Davenport et al., 2000) es va demostrar que tant la trombina com el seu inhibidor, la hirudina, 
afecten a l’estabilitat dels agrupaments d’AChRs en cultius de miotubs aneurals. La demostració de 
la presència de PAR-1 a la membrana dels miotubs colocalitzada amb els agrupaments d’AChRs 
suggereix que la trombina a través del seu receptor pot influir en el manteniment de l’aparell 
postsinàptic sense que sigui necessària una influència neural. Una altra evidència de l’acció de la 
trombina i PAR-1 directament a sobre dels AChRs i sense la influència neural és la disminució de 
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l’expressió de la subunitat α dels AChRs com a conseqüència de l’activació de PAR-1 en cultius de 
miotubs de rata (Faraut et al., 2003). 
 
 S’ha detectat mRNA del receptor de la trombina en l’adult (Kim et al., 1998). Els nostres 
resultats mostren l’existència de la proteïna a NMJs d’animals adults. La presència del receptor de 
la trombina a l’adult es pot relacionar amb la plasticitat dependent d’activitat que esdevé durant la 
vida adulta (Tomàs et al., 1989, 2000). D’acord amb això, la denervació de músculs adults té com a 
conseqüència un canvi en els nivells d’expressió dels gens de la protrombina, del receptor de la 
trombina i de l’inhibidor fisiològic de serin proteases (PN-1), indicant que aquests gens són regulats 
per la innervació i que l’activitat pot jugar un important paper regulador de l’expressió de la 
protrombina, el receptor de la trombina i la PN-1 (Kim et al., 1998). Ara mostrem com PAR-1 es 
manté a les NMJ després d’una denervació total, suggerint que el receptor de la trombina pot estar 
actuant en la plasticitat sinàptica que es dóna a la vida adulta. 
 
 En conclusió, hem demostrat que el receptor de la trombina PAR-1 s’expressa al múscul 
esquelètic durant el desenvolupament, particularment durant el període d’eliminació sinàptica, però 
també es troba expressió a l’adult. PAR-1 és detectat a les fibres musculars i a les cèl.lules satèl.lits. 
Es troba concentrat a l’àrea sinàptica, encara que trobem diferències entre diferents edats. També el 
trobem concentrat en àrees sinàptiques de músculs denervats i de fibres musculars aïllades (fibres a 
les quals se’ls hi ha extret el nervi i les cèl.lules de Schwann) i PAR-1 és present a la membrana de 
miotubs a les àrees on els AChRs s’agrupen espontàniament encara que no hi hagi presència de 
nervi. Tot això suggereix que aquest receptor està localitzat al menys en part a la membrana 
postsinàptica. D’altra banda, podem concloure que l’activació de PAR-1 accelera el procés de 
maduració d’aquests agrupaments i el procés d’eliminació sinàptica.  
 
3. El procés de maduració de les unions neuromusculars depèn de PKC 
 
L’activació de PAR-1 a la membrana postsinàptica pot induïr diferents mecanismes 
cel.lulars incloent l’activació de PKCs. Hem estudiat l’efecte de PKC en la maduració dels 
agrupaments d’AChRs sinàptics en relació amb l’eliminació de la innervació polineuronal que 
caracteritza el desenvolupament de les unions neuromusculars. La distribució dels AChRs a les 
NMJs pateix un dramàtic canvi durant les primeres setmanes de vida postnatal, durant el període en 
que la innervació polineuronal està sent eliminada. Les nostres observacions suggereixen que la 
maduració de les NMJs té lloc en tres etapes ben diferenciades. 1) Durant el període que va des del 
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naixement al dia 6 de vida postnatal, es dóna una gran reducció de la innervació polineuronal. A 
nivell postsinàptic es dóna una molt baixa pèrdua d’AChRs dins els agrupaments postsinàptics. 2) 
Entre P6 i P12, té lloc una ràpida evolució de la morfologia dels agrupaments dels AChRs, 
paral.lelament a una pètita pèrdua de connexions axonals. 3) A partir de P12, es continua donant 
una lenta pèrdua axonal acompanyada d’un dramàtic increment de la complexitat dels agrupaments 
d’AChRs.  
 
Quin paper té la PKC en aquest procés? El nostre principal resultat mostra clarament que la 
maduració dels agrupaments de AChRs postsinàptics està altament influenciada per l'activació o 
inhibició in vivo de la PKC (mitjançant el TPA i la CaC respectivament). Aquest resultat ens 
suggereix que un mecanisme dependent de PKC té un paper crucial, influenciant la dispersió dels 
AChRs de determinades àrees de l’agrupament o l’acumulació selectiva en altres dominis; aquesta 
acumulació pot estar relacionada amb el territori que ocuparà l’axó que finalment es quedi 
monoinnervant la fibra muscular. La pèrdua axonal que es dóna entre els dies 4 i 8 postnatals va ser 
blocada amb inhibidors de la PKC, a diferència dels canvis que es donen al període entre P8 i P12, 
els quals no van poder ser blocats amb inhibidors de la PKC. Els efectes produïts als agrupaments 
de AChRs activant o inhibint la PKC s’observen al període que va de P8 a P12 de la mateixa 
manera que al període anterior (de P4 a P8). Aquestes dades suggereixen que hi ha altres 
mecanismes actuant en paral.lel, indicant que un procés no dependent de PKC està actuant durant la 
segona setmana de vida postnatal. Aquest fet es veu reforçat amb la observació que tant el 
percentatge d’agrupaments d’AChRs amb forats com la mitjana d’axons per NMJ tendeixen a 
aproximar-se a valors controls el dia 12 de vida postnatal (després de 8 dies de tractament amb 
CaC). A més a més, l’increment de la mida dels agrupaments d’AChRs resultant després de 2 dies 
de tractament amb CaC (P6) no es va mantindre després de 8 dies (P12), posant un altre cop de 
manifest que està actuant un mecanisme no dependent de PKC la segona setmana de vida postnatal. 
No obstant, durant el període que va de P4 a P6, la CaC va evitar completament tant l’eliminació 
sinàptica com la maduració dels agrupaments d’AChRs, indicant una completa dependència de 
PKC durant aquest període. 
 
El blocatge de PKC amb CaC, dóna lloc a un endarreriment de la maduració dels 
agrupaments d’AChRs postsinàptics i a una retenció de la innervació polineuronal. L’activació de 
PKC amb l’èster de forbol TPA té com a resultat una acceleració de la maduració dels agrupaments 
d’AChRs postsinàptics acompanyat d’un relativament petit efecte sobre l’eliminació sinàptica. Així 
doncs, amb aquests resultats podem dir que PKC és necessària per la maduració tant pre- com 
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postsinàptica de les NMJ, encara que a diferència de la maduració postsinàptica, la maduració 
presinàptica (eliminació sinàptica) podria no ser dependent d’un increment d’activitat de PKC. 
 
En el procés de dispersió dels receptors semblen estar implicades fosfatases, encara que no 
es coneix bé el procés (Dai i Peng, 1998). La identificació dels AChRs com a substracte directe de 
serin quinases (PKC o PKA (de l’anglès Protein Kinase A)) fa que les podem relacionar amb la 
inestabilitat neonatal dels agrupaments d’AChRs. Els llocs de fosforil.lació per la PKC es troben a 
les subunitats alfa i delta dels AChRs (Nishizaki et al., 1998). S’ha trobat que l’activació de la PKC 
fa disminuir la inserció dels AChRs a la membrana postsinàptica i pot desestabilitzar als ja inserits, 
tant en miotubs aneurals com en innervats en cultiu (Bursztajn et al., 1988; Wallace, 1988; Ross et 
al., 1988; Lanuza et al., 2000). A més a més, la topografia dels agrupaments d'AChRs revela 
dispersió en petits microagregats, suggerint que l’activació de la PKC dóna com a resultat una 
desestabilitazció dels agrupaments (Bursztajn et al., 1988). L’activació de la PKC fa disminuir 
l’estabilitat dels AChRs mentre que l’activació de la PKA la incrementa (Xu i Salpeter, 1995). 
Nelson i col.laboradors (2003) han suggerit que l’especificitat espacial en aquests diferents patrons 
d’activitat quinasa poden dirigir l'estabilització selectiva i la pèrdua de connexions que es dóna 
durant el desenvolupament de la NMJ.  
 
En aquest treball in vivo hem trobat que l’activació de la PKC mitjançant el TPA dóna lloc 
a una acceleració de la maduració dels agrupaments de AChR sinàptics. Contràriament el blocatge 
de la PKC amb la CaC resulta en un endarreriment de la maduració. Específicament, el TPA 
accelera significativament l’aparició de “forats” als agrupaments de receptors postsinàptics, mentre 
que la CaC endarrereix clarament aquesta aparició. Aquests resultats mostren que l’activació de la 
PKC dóna lloc a una acceleració en l’aparició de “forats” als agrupaments de AChRs i a un 
increment de l’eliminació dels AChRs presents a la perifèria de la sinapsi com indica l’anàlisi 
morfomètric. Això pot ser una conseqüència de la desestabilització dels AChRs a la membrana 
postsinàptica i potser una relocalització subsegüent a la membrana associada a regions de contacte 
amb l’axó. Una reducció similar a l’àrea dels agrupaments d’AChRs ha estat observada recentment 
a les NMJ de ratolí (Marques et al., 2000). Aquesta pèrdua d’AChRs pot ser una conseqüència de la 
seva desestabilització a la membrana i probablement a una posterior localització a les regions de la 
membrana directament en contacte amb els terminals axònics. 
 
Els agregats d’AChRs són molt menys estables al mamífer nounat que a l’adult. Encara que 
a l’adult la distribució dels AChRs a la NMJ és estable independentment de la presència del 
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terminal nerviós (Frank et al., 1975; Ko et al., 1977), en ratolins nounats, la distribució d'AChRs a 
la NMJ immadura no és estable en absència del nervi. L’estabilitat s'adquireix a mesura que els 
agregats adquireixen la morfologia madura, procés que no es dóna normalment si el nervi no és 
present (Slater, 1982b, Pun et al, 2002). Un aspecte d’aquesta inestabilitat es veu en l’el.liminació 
localitzada de AChRs que acompanya a la pèrdua de contactes sinàptics durant les primeres 
setmanes de vida postnatal (Balice-Gordon i Lichtman, 1993). En miotubs de ratolí en cultiu, els 
receptors que estan associats a neurites, són molt més estables que els agrupaments no associats 
(Lanuza et al., 2000). Possiblement, l’activació de la PKC fa disminuir la taxa d’inserció de AChRs 
a la membrana postsinàptica i desestabilitza els ja inserits que es troben situats sota els terminals 
nerviosos menys actius. Aquests receptors desestabilitzats es poden col.locar sota el terminal més 
actiu gràcies a un moviment lateral dins el pla de la membrana com ens suggereixen resultats 
obtinguts in vitro (Lanuza et al., 2000). La inducció de l’agrupament d'AChRs en miotubs aneurals 
per part de la isoforma neural de l’agrina (Meier et al., 1997) indica que podria ser aquesta molècula 
la inductora de la maduració dels agrupaments de receptors postsinàptics, així com que el terminal 
nerviós més actiu estaria implicat en l'estabilitat dels AChRs sinàptics induïda per l’agrina. 
 
Els nostres resultats indiquen que la pèrdua axonal té lloc independement de la diferenciació 
de la placa postsinàptica i, que la PKC afecta a ambdós processos, encara que de manera diferent. 
Suggerim que entre P4 i P8 tant l’eliminació sinàptica com els canvis morfològics dels agrupaments 
de AChRs són blocats per inhibidors de PKC, i accelerats per activadors de PKC, mentre que de P8 
en endavant, l’eliminació sinàptica no es veu afectada modificant l’activitat de la PKC, a diferència 
dels AChRs, els quals sí es veuen afectats. Així, aquestes dades indiquen un període completament 
dependent de PKC entre P4 i P8.  
 
4. La maduració de les unions neuromusculars es veu alterada en animals deficients en 
la isoforma θ  de PKC  
 
La PKC està implicada en el procés d’eliminació sinàptica postnatal, existint un període 
(entre P4 i P8) en que hem trobat que és completament dependent del sistema on actua aquesta 
proteïna. A nivell postsinàptic hem trobat que la maduració dels agrupaments d’AChRs és 
dependent de PKC en tots els períodes estudiats (P4-P8 i P8-P12) fet que suggereix que l’acció de 
PKC en el procés d’eliminació sinàptica podria ser deguda a través del seu efecte sobre els AChRs 
postsinàptics. De totes les isoformes de PKC, la isoforma θ és majoritària en múscul esquelètic i 
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regulada durant el desenvolupament postnatal (Hilgemberg et al., 1995, 1996). Per aquesta raó, s’ha 
estudiat el procés de maduració de les NMJs en animals deficients en aquesta proteïna. 
 
Els resultats obtinguts mostren que als animals deficients en PKC θ el procés de pèrdua de 
connexions redundants es veu completament blocat durant els primers 4 dies de vida postnatal, 
existint el dia 4 un 100 % de poliinnervació, percentatge significativament superior al que es dóna 
en animals control de la mateixa edat. A partir del 4art dia de vida postnatal es comença a donar 
eliminació sinàptica als animals KO, però el percentatge de polinnervació trobat és sempre 
significativament superior a l’existent en animals control. El fet que malgrat el retardament del 
procés d’eliminació axonal, aquest igualment es produeixi, indica l’existència d’un mecanisme 
paral.lel que començaria a actuar amb posterioritat al mecanisme dependent de PKC θ i estaria 
coactuant amb ell. Aquests resultats ratifiquen els resultats obtinguts amb els experiments de 
blocatge de PKC, on es troba que el periode completament dependent de PKC és l’estadi inicial de 
l’eliminació sinàptica (Lanuza et al., 2002). 
 
La maduració del component postsinàptic en els animals KO presenta un endarreriment 
significatiu en tots els dies del desenvolupament postnatal estudiats. Podem veure com el 
percentatge de la morfologia immadura M2 és significativament superior als animals KO tant a P3 
(dia postnatal 3) com a P7 (dia postnatal 7). La morfologia madura M4, present en animals controls 
de 3 dies no apareix als animals deficients en PKC θ fins el dia 7 de vida postnatal. Així doncs, 
podem dir que la isoforma θ de la PKC està implicada en la maduració de les unions 
neuromusculars in vivo, tot i que ha d’existir un mecanisme que estaria actuant en paral.lel i que 
entra en funcionament amb posterioritat al mecanisme dependent de PKC. Degut als resultats 
obtinguts podem dir que aquest mecanisme dependent de PKC θ s’inicia amb l’activació del 
receptor de la trombina PAR-1 present en el component postsinàptic de les NMJs (Lanuza et al., 
2003) i d’una proteïna G sensible a toxina pertussis (Lanuza et al., 2001). 
  
Recents resultats obtinguts in vitro mostren com PKC θ és essencial perquè es doni el 
procés d’eliminació sinàptica (Li et al., 2004). El co-cultiu de motoneurones deficients en la 
isoforma θ amb miotubus control i motoneurones control amb miotubs deficients en PKC θ va 
permetre analitzar si PKC θ és requereix a les fibres musculars i/o a les motoneurones perquè el 
fenomen d’eliminació sinàptica tingui lloc. Els resultats obtinguts a partir d’aquests experiments 
indiquen que el procés d’eliminació sinàptica és dependent d’una PKC θ d’expressió tant 
postsinàptica com presinàptica. Així doncs, podem assegurar que l’eliminació sinàptica que es dóna 
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en aquest sistema in vitro no només depèn de l’expressió de PKC a múscul esquelètic, tal com 
havien mostrat resultats anteriors (Lanuza et al., 2000) sinó que també és dependent d’una PKC θ 
neural. En aquest sentit, els nostres resultats mostren expressió de PKC θ tant en el component 
postsinàptic com en la fracció neural. Hem detectat mitjançant western blot que la isoforma θ 
s’expressa en lisats totals i a la fracció de membrana de múscul esquelètic in vivo tant a nounats 
com a adults. Aquest fet ratifica el ja trobat anteriorment per altres autors (Osada et al., 1992; 
Hilgemberg et al., 1995, 1996; Li et al., 2004). Els nostres resultats d’immunohistoquímica 
demostren expressió d’aquesta isoforma en NMJ de fibres musculars aïllades en animals de 6 dies 
postnatals. Wilda i col.laboradors (2001) han detectat expressió de PKC θ a nivell de mRNA a 
múscul esquelètic a partir del dia 14.5 embrionari (E14.5). Els nostres resultats també mostren 
expressió a la regió ventral de la medul.la espinal mitjançant western blot (Li et al., 2004) i 
immunohistoquímica. S’ha detectat mRNA de PKC θ en diferents àrees del sistema nerviós i en 
particular a la medul.la espinal (Wilda et al., 2001). El fet que PKC θ s’expressi al component 
neural suggereix que la PKC θ neural podria produir la pèrdua directa dels AChRs postsinàptics o 
que la PKC θ neural podria blocar el procés, dependent de l’activitat sinàptica, que mantindria la 
sinapsi (i els AChRs). Aquesta darrera possibilitat sembla més plausible, degut a que després d’un 
blocatge presinàptic i absència de PKC θ neural s’augmenta l’eliminació axonal (Li et al., 2004).  
 
Hem trobat que l’expressió de PKC θ és reduïda, encara que no eliminada, en músculs 
esquelètics d’animals heterozigots per la isoforma θ de la PKC. Aquest resultat pot indicar que 
l’activitat de la kinasa és limitant per l’expressió de l’eliminació sinàptica. Co-cultius de miotubs i 
motoneurones provinents d’animals heterozigots han mostrat un grau intermig de pèrdua de sinapsis 
respecte a co-cultius provinents d’animals KO i controls (Li et al., 2004). Aquest resultat es 
correspon amb les observacions de Sun i col.laboradors (2000), on van trobar que l’estimulació de 
la proliferació de limfòcits en animals heterozigots en PKC θ era intermitja respecte a la que es 
trobava en animals KO i controls. 
 
L’agregació i manteniment dels agrupaments d’AChRs postsinàptics depèn de diferents 
proteïnes postsinàptiques, com són per exemple l’agrina i el seu receptor MuSK (Lin et al., 2001). 
L’arquitectura molecular que s’estableix entre totes aquestes molècules i els AChRs col.labora en 
generar i mantenir l’alta densitat sinàptica de AChRs (superior a 10,000/µm2) que contrasta amb la 
baixa densitat extrasinàptica (~10/µm2) (Salpeter et al., 1988). Amb la finalitat de descartar que 
l’endarreriment observat en la maduració de les NMJ dels animals deficients en PKC θ fos a 
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conseqüència de l’afectació d’algunes d’aquestes proteïnes postsinàptiques essencials per a la 
formació dels agrupaments d’AChRs, algunes d’aquestes van ser immunolocalitzades en NMJ 
d’animals control i KO, obtenint com a resultat un mateix patró de localització. Així doncs, 
l’endarreriment en la maduració de les NMJ que es dóna en animals carents de PKC θ no és degut a 
una alteració en l’estructura essencial de l’aparell postsinàptic. El desenvolupament general de les 
fibres musculars dels animals KO tampoc es veu afectat, tal i com es va veure després de la 
realització de diferents controls com la mesura del diàmetre de les fibres musculars i la detecció de 
l’expressió de la cadena pesada de la miosina. 
 
La present tesi demostra l’existència d’un mecanisme dependent de PKC que provoca canvis en 
l’estructura dels agrupament d’AChRs i aquests poden repercutir en el procés d’eliminació 
sinàptica. Un nombre important de molècules han estat descrites com a reguladores de l’estructura i 
la funció de l’aparell sinàptic en les NMJ i l’expressió i localització d’algunes d’elles canvia durant 
el procés d’eliminació sinàptica (Culican et al., 1998). Els processos de fosforilació, incloent la 
fosforilació i desfosforilació dels AChRs, són un punt clau en aquests canvis. S’ha demostrat la 
importància dels processos de fosforilació per a la localització i estabilització dels AChRs (Wallace, 
1988; Dai i Peng, 1998; Lanuza et al., 2000). Altres receptors utilitzen mecanismes anàlegs durant 
la formació dels circuits sinàptics (Yee i Huganir, 1987; Tingley et al., 1997; Swope et al., 1999). 
Cada vegada més es detecten canvis en el nombre i la distribució dels receptors postsinàptic com a 
signe de diferents formes de plasticitat, incloent la long-term potentiation o la long-term depression 
(Pickard et al., 2001; Grosshans et al., 2002). La combinació d’una distribució espacial precisa de 
diferents quinases i d’un efecte específic de les fosforilacions diferencials produïdes per aquestes 
sobre l’estabilitat dels receptors ha estat suggerit com un mecanisme regulador de la plasticitat 
durant el desenvolupament (Nelson et al., 2003). En aquest sentit, s’ha demostrat que PKA provoca 
un estímul positiu localitzat sobre els AChRs a les NMJ mentre que PKC media un efecte negatiu 
sobre ells i, aquests efectes tenen una repercussió en l’estabilitat de la sinapsi neuromuscular. 
Mecanismes similars podrien estar implicats en el procés d’eliminació de sinapsis durant el 
desenvolupament del sistema nerviós central. Així, els receptors de glutamat i GABA són substrats 
de diverses quinases (Yee i Huganir, 1987) i l’eliminació de la poliinnervació de les cèl.lules de 
Purkinje en el cerebel està reduïda en ratolins deficients en PKC γ (Kano et al., 1995). Les accions 
de PKA i PKC produeixen una fosforilació diferencial sobre els receptors NMDA de glutamat que 
comporta efectes sobre l’estabilitat dels receptors (Tingley et al., 1997). Nosaltres proposem 
l’existència d’un balanç entre mecanismes que produirien pèrdua global de contactes sinàptics i 
mecanismes que estarien protegint localment als contactes més actius. En la present tesi demostrem 
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que el procés d’eliminació de contactes redundants que té lloc durant el desenvolupament de les 
NMJ és dependent de l’acció fosforiladora de la PKC i que aquesta és l’efector d’una cascada de 
senyalització postsinàptica que s’inicia amb l’activació de PAR-1. A la Figura 36 esquematitzem 
les proteïnes implicades, segons la nostra hipòtesi, en el procés d’eliminació sinàptica i com 
aquestes actuen sobre la maduració de les NMJ. En aquesta Figura es representa únicament el 
procés desestabilitzador. La producció, alliberament i/o acció proteolítica de la trombina des de la 
fibra muscular podria necessitar de l’activitat neural. L’activació de PAR-1 a la membrana 
postsinàptica pot induir diferents mecanismes cel.lulars incloent l’activació de PKCs. L’activació de 
PKC pot resultar en una fosforilació dels AChRs, fet que ocasionaria una disminució en l’estabilitat 
d’aquests i això podria portar a una retracció axonal. Les accions de les quinases són complexes i 
impliquen interaccions dels elements tant pre- com postsinàptics, i encara ens queda per determinar 




























































1. La pèrdua de connexions sinàptiques redundants en la NMJ té lloc independentment de la 
reorganització interna dels agrupaments d’AChRs, signe de maduració del component 
postsinàptic: Durant els primers dies postnatals del desenvolupament, una intensa retirada 
d’axons precedeix la formació d’àrees lliures d’AChRs a dins del lloc sinàptic. 
 
2. L’acció reguladora de la proteasa trombina sobre la maduració pre- i postsinàptica de la sinapsi 
neuromuscular durant el procés d’eliminació sinàptica té lloc mitjançant l’activació del seu 
receptor PAR-1. L’efecte de l’activació del receptor de la trombina es detecta tant accelerant el 
procés d’eliminació sinàptica dependent d’activitat com accelerant la maduració dels 
agrupaments d’AChRs. 
 
3. PAR-1 es localitza al teixit muscular, trobant-se tant a les fibres musculars com a les cèl.lules 
satèl.lits. PAR-1 a les fibres musculars es localitza, al menys en part, al component postsinàptic 
de les unions neuromusculars. Es detecta tant en l’adult com durant el període d’eliminació 
sinàptica postnatal. 
 
4. La PKC modula tant l’eliminació d’axons com els canvis d’organització dels agrupaments 
d’AChRs postnatals encara que de forma diferent  
 
5. En la maduració de les unions neuromusculars es distingeixen com a mínim 2 estadis:  
 
5.1. Un període totalment dependent de PKC, entre P4 i P8, en el que tant l’eliminació 
sinàptica com els canvis en els receptors colinèrgics són blocats per inhibidors de PKC.i 
accelerats per activadors de PKC. 
5.2. A partir de P8 fins l’adult, l’eliminació sinàptica no es veu afectada per les manipulacions 
de PKC, mentre que la distribució d’AChRs es continua veient afectada. 
5.3. PKC podria actuar primer influint sobre els agrupaments postsinàptics d’AChRs i no sobre 
els axons. 
 
6. La isoforma theta de la PKC està implicada en la maduració de les sinapsis neuromusculars: 
Ratolins deficients en aquesta isoforma de PKC presenten un endarreriment en la maduració de 
les sinapsis neuromusculars tant a nivell pre- com postsinàptic. 
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7. La isoforma θ de la PKC s’expressa tant en el component postsinàptic de les sinapsis 
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